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1. Zusammenfassung 
Die transiente Genexpression (TGE) ist eine industriell an Bedeutung zunehmende Methode, 
Proteine in kürzester Zeit in Säugerzellen zu produzieren. Ihr umfangreicher Einsatz ist 
jedoch durch eine zumeist rapide Abnahme der Transgenexpression eingeschränkt. 
In der vorliegenden Arbeit wurde ein transienter Ansatz unter Verwendung von Scaffold / 
Matrix Attachment Regions (S/MARs) und minimalen, nicht-viralen Vektorsystemen 
(Minicircles) im Vergleich zu pEpi-basierten Parentalplasmiden in HEK293-Zellen getestet. 
Die verwendeten S/MAR-Elemente waren die etablierte M18-S/MAR (Broll et al., 2010) und 
eine neuartige Sequenz („CMV-S/MAR“; Wirth, M., unpublished), die im Rahmen dieser 
Arbeit eindeutig als S/MAR identifiziert werden konnte. Die TGE wurde darüber hinaus unter 
Verwendung kommerziell erhältlicher Plasmide (pCMV-GLuc, New England Biolabs; 
pCMVd2EGFP-basic basierend auf pd2EGFP-Basic, Clontech) mit ein bzw. zwei CMV-
S/MARs analysiert. 
Für beide S/MAR-Elemente (M18 und CMV) wurde eine spezifische, transiente 
Expressionssteigerung in Minicircles gegenüber den entsprechenden Parentalplasmiden 
nachgewiesen (S/MAR-Minicircle- bzw. SMC-Effekt), wobei die Wirkung der beiden S/MARs 
unterschiedlich war: die M18-S/MAR erhöhte die TGE initial, die CMV-S/MAR stabilisierte sie 
über vier Tage auf einem zu Beginn niedrigeren Niveau. Darüber hinaus führte das Einführen 
zweier CMV-S/MAR-Elemente in pCMV-GLuc-Konstrukten zu einer relativen Steigerung der 
TGE um etwa dreihundert Prozent. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass 
eine S/MAR für transiente Ansätze nicht notwendigerweise mit dem transkribierten Gen 
fusioniert werden muss, sondern auch stromaufwärts des entsprechenden Promotors 
eingesetzt werden kann. 
Die in dieser Arbeit ermittelte transiente Aktivität von S/MAR-Elementen ist neu und 
unerwartet, eröffnet jedoch erweiterte (industrielle) Anwendungsmöglichkeiten für S/MAR-
basierte Minicircles. Diese dienten bisher ausschließlich der episomalen Etablierung und 
damit der stabilen Genexpression in Säugerzellen und können nun als universelle Vektoren 
sowohl für transiente als auch stabile Transfektionen potentiell eingesetzt werden. Um den 
erhöhten DNA-Bedarf für transiente Transfektionen auch bei der Verwendung von Minicircles 
decken zu können, wurde in dieser Arbeit durch Klonierung einer Arabinose-induzierbaren 
Flpe-Kassette in das Rückgrat von pEpi-Plasmiden der sog. pAIO-Vektortyp entwickelt und 
das Minicircle-Produktionsprotokoll optimiert. Dies führte zu einer mindestens zehnfachen 
Steigerung der Minicircle-Ausbeute im Vergleich zu konventionellen Flp-basierten 
Herstellungsmethoden. Die auf diese Weise produzierten Minicircles können, da sie auf dem 
Flp-Rekombinase-System gründen, durch minimale Veränderungen mit Flp-RMCE-




1.1 Abstract   
Transient gene expression (TGE) is a method with increasing industrial acceptation to 
produce proteins in a very short period of time in mammalian cells. Wide application, 
however, is limited by a rapid decrease of transgene expression. 
In the present work a transient approach of using scaffold / matrix attachment regions 
(S/MARs) and minimal, nonviral vector systems (minicircles) was tested in HEK293 cells and 
compared to pEpi-based parental plasmids. The S/MAR elements used here were the 
established M18-S/MAR (Broll et al., 2010) and a new sequence (‚CMV-S/MAR’; Wirth, M., 
unpublished), which could be clearly identified as an S/MAR in the course of the studies. In 
addition, TGE was analysed by using commercially available plasmids (pCMV-GLuc, New 
England Biolabs; pCMVd2EGFP-basic based on pd2EGFP-Basic, Clontech) with one or two 
CMV-S/MARs. 
With the use of both S/MAR elements (M18 and CMV) a specific increase of transient gene 
expression was shown in minicircles, compared to corresponding parental plasmids (S/MAR-
minicircle- or SMC-effect). Both S/MARs revealed differences: while the M18-S/MAR initially 
increased TGE, the CMV-S/MAR stabilized expression for four days on a primarily lower 
level. Furthermore, two CMV-S/MAR elements lead to a relative 300-percent increase of 
TGE in pCMV-GLuc-constructs. In this context it could also be shown that it is not 
necessarily required to fuse an S/MAR to the transcribed gene in transient approches, but it 
can also be used upstream of the promoter. 
The transient activity of S/MAR elements, which could be identified in the present work, is 
new and unexpected. However, it opens advanced (industrial) application for S/MAR-based 
minicircles. Up to now, these were exceptionally used for episomal establishment and stable 
gene expression in mammalian cells. Based on this new knowledge they can potentially be 
used as universal vectors for transient and stable transfections. To further meet the needs of 
increased minicircle DNA amounts for transient transfections a novel, so-called pAIO vector 
type was developed in this work by cloning an arabinose-inducible Flpe-cassette into the 
backbone of pEpi plasmids. The protocol for minicircle production was also optimized. This 
lead to an increase of minicircle yield of at least a factor ten, compared to conventional Flp-
based methods. Minicircles that are produced in this way can be easily combined with Flp-
RMCE techniques since they are based on the Flp recombinase system. Therefore they are 
potentially interesting for industrial application. 
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2. Einleitung 
2.1 Grundlagen des DFG-Projekts „EPI-TEX“ 
Die industrielle Herstellung von Pharmaproteinen in Säugerzellen erfordert bis heute 
überwiegend die Verwendung stabiler Zelllinien. Der Etablierungsprozess ist jedoch 
langwierig und kostenintensiv (Wurm, 2004). Eine transiente Transfektion von 
Säugerzelllinien mit entsprechenden Expressionsvektoren und anschließende „Ernte“ des 
Zielproteins innerhalb weniger Tage nach der Transfektion erscheint demnach 
vielversprechend und sinnvoll (Wurm und Bernard, 1999; Girard et al., 2002; Liu et al., 
2008). Das DFG-Projekt „EPI-TEX“ befasste sich daher mit der transienten 
Expressionsphase in adhärenten HEK293-Zellen. Die gewählte Zelllinie wurde bereits in der 
Vergangenheit erfolgreich für die transiente Genexpression (TGE) im großen Maßstab 
verwendet und bietet die Möglichkeit des Wachstums in Suspensionszellkultur (Pham et al., 
2003; Baldi et al., 2005). 
 
Bisher sind transiente Expressionsansätze in der Regel durch eine schnelle, rapide 
Abnahme der Transgenexpression und einer dadurch bedingten unbefriedigenden Ausbeute 
des Zielproteins eingeschränkt (Geisse et al., 2005; Sitton et al., 2006). Die Dauer einer 
solchen Inkubation beläuft sich meist auf wenige Tage (Baldi et al., 2007). Für industrielle 
Maßstäbe wäre bereits eine Stabilisierung und / oder Erhöhung der transienten 
Genexpression über mehrere Tage von enormer Bedeutung. Im Rahmen des DFG-Projekts 
sollten neuartige, nicht-virale Vektoren entwickelt bzw. optimiert werden, um genau diese 
Ziele zu realisieren. Dies könnte nicht nur die Einsatzmöglichkeiten der TGE erweitern, 
sondern auch eine Alternative zu der Verwendung stabiler Zelllinien darstellen. 
 
Die schnelle Abnahme der Genexpression in der transienten Phase wird zum Einen dem 
Silencing des Expressionsvektors zugeschrieben (Chen et al., 2004; Ochiai et al., 2006). Es 
gibt zahlreiche Hinweise, dass in diesem Zusammenhang das Vorhandensein 
prokaryotischer Sequenzen im Vektor eine Hauptursache für das zelluläre Silencing darstellt 
(Chen et al., 2004, 2008; Riu et al., 2005; Nehlsen et al., 2006). Zum Anderen werden die 
Vektormoleküle über die teilungsspezifische Halbierung der Kopienzahlen hinaus aus den 
Zellen heraus verdünnt, sofern sie kein Retentionssignal tragen (Krysan et al., 1989; Nehlsen 
et al., 2006). Deshalb liegt es nahe, dass Ansätze für eine stabilisierte und erhöhte TGE 






2.2 Der eukaryotische Zellkern 
2.2.1 Organisation des eukaryotischen Zellkerns 
Eukaryoten besitzen im Gegensatz zu Prokaryoten einen Zellkern, der die Erbinformation 
enthält und von einer Membran umgeben ist. In linearer Form ist das eukaryotische Genom 
um ein Vielfaches länger als der Zellkern. Die Länge des diploiden Genoms des Menschen 
beträgt beispielsweise etwa 2 m. Um die gesamte Erbinformation im Zellkern zu verpacken, 
muss die DNA demnach stark kondensiert werden. Zudem liegt sie nicht frei vor, sondern 
bildet mit Proteinen und RNA einen Desoxyribonukleoprotein-Komplex. Die Organisation 
dieses sog. Chromatins erfolgt in mehreren Stufen (Abb. 2-1). 
Die erste Verpackungsebene ist das Nukleosom (Kornberg, 1974; Oudet et al., 1975). Es 
stellt die grundlegende Organisationseinheit des Chromatins dar. Nukleosomen bestehen 
aus einem core particle (Shaw et al., 1976) und einer linker-DNA (Thoma et al., 1979), 
welche die Monomere miteinander verbindet. Die DNA des core particle ist 146 bp lang und 
in 1,65 Windungen mit dem Histon-Oktamer verbunden (Luger et al., 1997), das aus jeweils 
zwei Histonen H2a, H2b, H3 und H4 besteht (Kornberg, 1977). Dadurch verkürzt sich die 
DNA in ihrer Ausdehnung siebenfach (Nelson und Cox, 2001). 
Die linker-DNA der Nukleosomen ist mit jeweils einem Molekül des Histons H1 besetzt 
(Varshavski et al., 1976; Hayashi et al., 1978). Dies erlaubt die Bildung der dem Nukleosom 
übergeordneten, sog. Solenoid-Struktur (Finch und Klug, 1976). Sie wird auch 30-nm-Faser 
genannt und führt zu einer weiteren Kondensation der DNA um das etwa Hundertfache 
(Nelson und Cox, 2001). 
In der dritten Verpackungsebene wird die DNA durch Anheftung an einem Proteingerüst, 
dem sog. Scaffold, in Schleifen organisiert (Paulson und Laemmli, 1977). An der Ausbildung 
dieser Struktur sind eine Reihe von Nicht-Histon-Proteinen sowie die sog. Scaffold / Matrix 
Attachment Regions (S/MARs) der DNA beteiligt (s. Abschnitt 2.2.3). 
Die höchste Stufe der Organisation ist das Chromosom, in dem ein einzelnes DNA-Molekül 
etwa um den Faktor 10 000 kondensiert ist (Benbow, 1992). Chromosomen lassen sich 
während der Mitose anfärben und sind dann unter dem Lichtmikroskop sichtbar (Belmont 
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Abb. 2-1: Modell für die Organisationsebenen des Chromatins in Metaphase-Chromosomen (modifiziert 
nach Lodish et al., Molecular Cell Biology, 2001). 
 
2.2.2 Die Domänenstruktur des Chromatins 
Transkription und Replikation sind im eukaryotischen Zellkern strikt reguliert. Die Tatsache, 
dass beispielsweise das menschliche Genom aus etwa 20 000 bis 25 000 Genen (Stein, 
2004) und drei Milliarden Basenpaaren besteht (IHGSC, 2004), verdeutlicht den Umfang 
dieser Aufgabe. Es gibt Gene, die ständig aktiv transkribiert werden müssen, oder solche, 
die in bestimmten Stufen der Zelldifferenzierung an- bzw. abgeschaltet werden müssen. 
Darüber hinaus muss eine Zelle, obwohl die Bedingungen in vielzelligen Organismen relativ 
konstant sind, unmittelbar auf äußere Umstände reagieren können (z.B. Eintritt von 
Pathogenen). Neben der Expression von Genen muss das gesamte Genom einmal, und nur 
einmal während eines Zellzyklus repliziert werden. Dies ist das Prinzip der sog. once-per-
cell-cycle replication (Diffley, 2004; Blow und Dutta, 2005). Während des gesamten 
Prozesses ist die DNA eng mit Proteinen und RNA assoziiert (Nishitani und Lygerou, 2002). 
 
Es gibt transkriptionell aktive Regionen (Euchromatin) und Regionen, die kaum (fakultatives 
Heterochromatin) bzw. gar nicht (konstitutives Heterochromatin) transkribiert werden 
(Richards und Elgin, 2002; Tab. 2-1). Um diese Regionen und den Einfluss 
transkriptionsfördernder und -schwächender Elemente lokal einzuschränken, ist das 





























Tab. 2-1: Unterschiede zwischen euchromatischen und heterochromatischen Domänen (modifiziert nach 
Richards und Elgin, 2002). 
 
Merkmal Euchromatin Heterochromatin 










Derivate, Transposons, etc.) 
   
Gehalt von Genen hoch / variable Dichte niedrige Dichte 
Meiotische (reziproke) 
Rekombination 
normale Frequenz niedrige Frequenz 
Zeitpunkt der Replikation während der S-Phase späte S-Phase 
Chromatinstruktur HS-sites, irreguläre Nukleosomen; 
für Nukleasen zugänglich 
Verlust von HS-sites, reguläre 
Nukleosomenordnung; weniger 
zugänglich für Nukleasen 
   
Aktivitätsstatus   
    Euchromatische Gene Gene induzierbar Gene abgeschaltet (vielfältig) 
    Heterochromatische Gene Gene abgeschaltet (vielfältig) Gene induzierbar 
Charakteristische Modifikationen Histon-Hyperacetylierung Histon-Hypoacetylierung 
 Histon H3-mLys4 vorhanden Histon H3-mLys9 vorhanden 
 Cytosin-Hypomethylierung Cytosin-Hypermethylierung 
 
 
Chromatindomänen bilden eine autonome Regulationseinheit, die von Grenzelementen, den 
sog. boundary elements (BE), flankiert wird (Stief et al., 1989; Chung et al., 1993). In den 
meisten Fällen stellen S/MAR-Elemente BEs dar (Lipps et al., 2003; vgl. Abschnitt 2.2.3.2). 
Oftmals werden zudem auch Insulatoren als BE bezeichnet, da sie Gene vor externen 
Enhancern oder chromosomalen Positionseffekten schützen können (Recillas-Targa et al., 
2002; Goetze et al., 2005). Domänen können darüber hinaus weitere regulatorische 
Elemente wie beispielsweise Enhancer enthalten (Cockerill und Garrard, 1986a; Cockerill et 
al., 1987). Das Zusammenspiel jedes dieser Elemente führt zu einer spezifischen Expression 
der Gene einer Domäne (Lipps et al., 2003). 
 
2.2.3 Grundlegende Bestandteile des Chromatins und der Kernmatrix 
2.2.3.1 Histone 
Histonproteine sind Bestandteil des Chromatins und reich an den basischen Aminosäuren 
Arginin und Lysin. Es gibt fünf Hauptklassen der Histone in Eukaryoten (H1, H2a, H2b, H3, 
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H4), von denen insbesondere die Histone H3 und H4 evolutionär hoch konserviert sind 
(Nelson und Cox, 2001). 
Histone erfüllen sowohl strukturelle Aufgaben (s. Abschnitt 2.2.1), als auch regulatorische 
Funktionen. Ihre Aminotermini ragen aus den Nukleosomen heraus (Weintraub und van 
Lente, 1974) und sind dadurch für posttranslationale Modifikationen zugänglich. Die 
Acetylierung (Phillips, 1963) und Methylierung (Murray, 1964) von Aminosäureresten in 
Histonen wurden bereits früh beschrieben und mit der Regulation der Transkription in 
Zusammenhang gebracht (Allfrey et al., 1964). Bis heute sind eine Reihe weiterer 
Modifikationen wie Phosphorylierung, Ribosylierung, Ubiquitinierung und Sumoylierung 
bekannt, welche die Chromatinstruktur und dessen Funktion lokal beeinflussen (Peterson 
und Laniel, 2004). Einen eindrucksvollen Beleg für die Bedeutung der posttranslationalen 
Modifikationen stellen die Histon-Hypoacetylierung und Lysin-9-Methylierung des Histons H3 
im Heterochromatin dar (Richards und Elgin, 2002), welche insgesamt zu einer vollständigen 
Repression der Transkription führen können (konstitutives Heterochromatin). 
Es wird davon ausgegangen, dass die Veränderungen der Chromatinstruktur zur 
Rekrutierung regulatorischer Proteine führen und dadurch Gene aktiviert oder reprimiert 
werden können. Durch die Hyperacetylierung von Histonen werden beispielsweise 
Nukleosomen in eine gelockerte, offenere Form überführt (Bode et al., 1983; Bode et al., 
1986; Davie, 1997), so dass die DNA für regulatorische Proteine wie Transkriptionsfaktoren 
einfacher zugänglich ist. Des Weiteren gibt es Proteine, die die lokale Chromatinstruktur 
erkennen können (s. Abschnitt 2.2.3.3). 
Modifikationen der Histonschwänze wirken sich folglich direkt auf die Transkriptionsaktivität 
(v.a. Initiationsraten) einer Chromatindomäne aus (Nightingale et al., 1998) und sind damit 
für die Genregulation von größter Bedeutung. 
 
2.2.3.2 Scaffold / Matrix Attachment Regions 
Scaffold / Matrix Attachment Regions, kurz S/MARs, sind in ihrer Funktion, Position und 
Architektur evolutionär hoch konservierte DNA-Elemente (Cockerill und Garrard, 1986b; 
Ludérus et al., 1994) mit einer Länge von wenigen hundert Basenpaaren bis zu mehreren 
Kilobasenpaaren (Blasquez et al., 1989; Bode und Maass, 1988; Bode et al., 2006). Sie 
kommen ausschließlich in Eukaryoten vor (Bode et al., 1995) und besitzen eine hohe Affinität 
zur Kernmatrix (Cockerill und Garrard, 1986a). 
Die Bindung von S/MAR-Elementen an die Kernmatrix kann konstitutiv oder fakultativ 
erfolgen (Bode et al., 2003). Konstitutive S/MARs sind ausgedehnt und typischerweise ein 
bis vier Kilobasen lang (Bode et al., 2003). Dem gegenüber sind fakultative S/MARs 
wesentlich kürzer und ihre Assoziation mit der Kernmatrix kann durch (Transkriptions-) 




S/MAR-Elemente haben keine bekannte Konsensussequenz, besitzen jedoch einen etwa 70-
prozentigen Anteil an den Basen Adenin und Thymin (Ludérus et al., 1994). Vielmehr finden 
sich bei allen bisher bekannten S/MARs allerdings strukturelle Gemeinsamkeiten (Ludérus et 
al., 1994). S/MAR-Elemente bilden grundsätzlich eine sog. base unpairing region (BUR), 
also eine Region, die bei superhelikalem Stress zur Strangtrennung neigt (Kohwie-
Shigematsu und Kohwi, 1990). Das Strangtrennungspotential wird mathematisch durch die 
stress-induced (DNA) duplex destabilization, kurz SIDD, beschrieben. Hier wird statistisch 
die freie Energie berechnet, die für die Trennung eines Basenpaares unter superhelikaler 
Spannung notwendig ist (Benham et al., 1997). 
Das SIDD-Profil der humanen Interferon-β-Domäne ist in Abb. 2-2 beispielhaft dargestellt. 





Abb. 2-2: SIDD-Profil des humanen Interferon-β-Gens und der stromaufwärts gelegenen Grenzregion 
(Bode et al., 2006). 
(a) Bindungsstärke für EcoRI / PstI und BglII / HindIII Fragmente entlang der Interferon-β- (IFNB1-) 
Chromatindomäne. (b) SIDD-Profil der Region. 
 
Das S/MAR-Element bzw. die BUR besteht aus mehreren unpairing elements (UE; Goetze et 
al., 2003), welche im SIDD-Profil anhand starker, negativer Peaks sichtbar werden. Der 
DNA-Abschnitt, bei dem die Strangtrennung voraussichtlich beginnt, ist durch einen 
besonders tiefen Peak gekennzeichnet und wird als core unwinding element (CUE) 
bezeichnet (Bode et al., 2006). 
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Weitere strukturelle Merkmale von S/MAR-Elementen sind die Bildung einer vergleichsweise 
engen kleinen Furche der DNA-Doppelhelix (Nelson et al., 1987) und eine charakteristische 
Krümmung der DNA (Homberger, 1989). Die Software MAR-Wiz bewertet das statistische 
Vorkommen solcher Motive, die die Sekundärstruktur der DNA beeinflussen (z.B. gekrümmte 
DNA, Topoisomerase II-Erkennungsstellen, Motive eukaryotischer Replikationsursprünge; 
Singh et al., 1997). Das Ergebnis ist ein mathematischer Wert, der als MAR-Potential 
bezeichnet wird und für die bioinformatische Bewertung potentieller S/MAR-Element 
herangezogen werden kann. 
 
S/MARs erfüllen, ähnlich den Histonen, sowohl strukturelle als auch regulatorische 
Aufgaben. Die Anheftung der DNA an die Kernmatrix führt zum Einen zu der Bildung einer 
höher geordneten Chromatinstruktur und der Einteilung des Chromatins in Domänen (vgl. 
Abschnitte 2.2.1 und 2.2.2), zum Anderen verhindert sie eine freie Rotation der Domänen 
(Cockerill und Garrard, 1986a). Dies stellt wiederum die Grundvoraussetzung für eine als 
Superhelizität bezeichnete zusätzliche Verdrillung der DNA dar, die durch Einführen von 
Torsionsspannung entsteht (Benham, 1977). Die freie Energie G (x) wurde in Abb. 2-2 
beispielsweise für eine superhelix density mit dem Wert σ = -0,055 berechnet (Bode et al., 
2006; s. auch Benham et al., 1997). 
Ähnlich den S/MAR-Elementen enthalten auch eukaryotische Replikationsursprünge 
gewöhnlich AT-reiche Abschnitte (BURs). Bei superhelikaler Spannung erfahren sie 
Strangtrennung und speichern dadurch Energie, welche zu der Bildung von definierten 
Sekundärstrukturen in angrenzenden, sich wiederholenden Sequenzen (repeats) führen 
kann (Bode et al., 2001). Initiatorproteinkomplexe der Replikation erkennen solche 
Sekundärstrukturen und können so die Replikation einleiten (Bode et al., 2001). 
Superhelizität und die damit verbundene Strangtrennung sind damit Grundvoraussetzungen 
für die Replikation in Eukaryoten. S/MAR-Elemente ermöglichen in diesem Zusammenhang 
die Entstehung von Superhelizität und teilen darüber hinaus strukturelle und funktionelle 
Eigenschaften mit eukaryotischen Replikationsursprüngen (Chen et al., 2002; Nehlsen et al., 
2006). 
Die Eigenschaft von S/MARs, als boundary elements zu wirken, spielt ferner für die 
Regulation der Genexpression eine fundamentale Rolle, da sie Grenzen von 
Chromatindomänen definieren (s. Abschnitt 2.2.2). 
 
2.2.3.3 Weitere Bestandteile des Chromatins und der Kernmatrix 
Chromatin ist ein Komplex aus DNA, RNA und Proteinen. Neben den Histonen, deren 
wichtige Aufgaben bereits erläutert wurden, gibt es weitere, sog. Nicht-Histon-Proteine, die 




der Kernmatrix vorhanden sind. Die Nicht-Histon-Proteine umfassen beispielsweise 
Topoisomerase II (Berrios et al., 1985; Earnshaw et al., 1985), den scaffold attachment 
factor A (SAF-A; Romig et al., 1992), das attachment region binding protein (ARBP; von 
Kries et al., 1991), DNA-Polymerasen (Smith und Berezney, 1980), RNA-Polymerasen 
(Jackson und Cook, 1985; Roberge et al., 1988) und Transkriptionsfaktoren (Nardozza et al., 
1996). 
 
Topoisomerase II, auch unter dem Namen Sc1 bekannt (Lewis und Laemmli, 1982; Gasser 
et al., 1986), ist ein Hauptelement der Kernmatrix bzw. des Scaffolds (Berrios et al., 1985; 
Earnshaw et al., 1985) und spielt wahrscheinlich eine bedeutende Rolle für Genaktivierung 
und -deaktivierung (Han et al., 1985). 
Offenbar kommt Topoisomerase II an der Basis von DNA-Schleifen in Chromosomen vor 
(Earnshaw und Heck, 1985). Zudem enthalten S/MAR-Elemente oftmals Topoisomerase II-
Erkennungsstellen (Mirkovitch et al., 1987; Hanson und Ley, 1992; Zhao et al., 1998) und 
eine tatsächliche Enzymaktivität in S/MAR-Regionen wurde in vitro nachgewiesen (Udvardy 
et al., 1986; Sander et al., 1987). Topoisomerase II ist in die Regulation der Superhelizität 
von Chromatindomänen involviert (Villeponteau et al., 1984; Glikin et al., 1984; Norton et al., 
1989). Supercoiling wiederum ist wichtig für eine effiziente Transkription eukaryotischer 
Gene (Ryoji und Worcel, 1984; Villeponteau et al., 1984), wodurch ein Zusammenhang 
zwischen Topoisomerase II und Genregulation hergestellt wird. Darüber hinaus übernimmt 
das Enzym Aufgaben bei der Segregation der Chromatiden während der Zellteilung                
(Holm et al., 1985). 
 
Ein gut untersuchtes Beispiel für ein strukturerkennendes, regulatorisches Protein stellt der 
Transkriptionsfaktor Yin Yang 1 (YY1) dar. YY1 erkennt ein DNA-Konsensus-Motiv (Shi et 
al., 1997) und den strukturellen Kontext der potentiellen Bindestelle (Klar et al., 2005). Das 
Protein interagiert mit Histon-Deacetylasen (HDACs) und Histon-Acetyltransferasen (HATs) 
(Weill et al., 2003) und leitet diese vermutlich in Promotorregionen, wodurch die 
Transkriptionsaktivität moduliert werden kann (Thomas und Seto, 1999). 
YY1-Bindestellen wurden beispielsweise an den Flanken einer destabilisierten Region der 
humanen IFN-β Domäne identifiziert (Klar et al., 2005). Der Fund liefert Hinweise, dass 
sowohl das Bindemotiv, als auch das Strangtrennungspotential der betreffenden Region 
evolutionär konserviert sind (Klar und Bode, 2005). Bezüglich des murinen IFN-β-Promotors 
wurde eine duale Aktivität als Aktivator bzw. Repressor nachgewiesen (Weill et al., 2003), 
die sogar durch die lokale Krümmungsrichtung der DNA beeinflusst werden könnte (Shi et 
al., 1997). Es ist denkbar, dass YY1 in diesem Zusammenhang selbst eine DNA-Krümmung 
induzieren kann (Shi et al., 1997). 
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2.3 Transfektion von Säugerzelllinien mit nicht-viralen Vektoren 
2.3.1 Vektorsysteme für Industrie und Gentherapie 
Vektoren sind Vehikel, mit deren Hilfe ein Transgen in den Zellkern der Zielzellen gelangt. 
Sie werden sowohl in der industriellen Herstellung von Pharmaproteinen, als auch in der 
Gentherapie eingesetzt und sind ebenfalls für Experimente im Labormaßstab notwendig. 
Je nach Fragestellung müssen Vektoren unterschiedliche Kriterien erfüllen (z.B. Menge, 
Reinheitsgrad, DNA-Topologie). Sie dürfen beispielsweise in der Gentherapie weder 
immunogen noch transformierend sein und sollten ggf. eine hohe Zellspezifität aufweisen 
(Lipps et al., 2003; Al-Dosari und Gao, 2009; Brenner und Okur, 2009). 
Säugerzelllinien können mit viralen und nicht-viralen Vektoren transfiziert werden (Robbins 
und Ghivizzani, 1998; Seow und Wood, 2009). Die Expression des Transgens kann des 
Weiteren extrachromosomal bzw. episomal oder nach Integration erfolgen (van 
Craenenbroeck et al., 2000; Palazzoli et al., 2008). 
 
Obwohl virale Vektoren den großen Vorteil hoher Transfereffizienzen aufweisen (Walther 
und Stein, 2000), zeigen Beispiele aus der Gentherapie auch die Notwendigkeit der 
Entwicklung geeigneter nicht-viraler Systeme. Im Jahr 2000 wurde von einer ersten 
gentherapeutischen Heilung der Erbkrankheit SCID-X1 (severe combined immunodeficiency-
X1) durch Verwendung eines retroviralen Vektors berichtet (Cavazzana-Calvo et al., 2000). 
Dies sollte ein Meilenstein auf dem Gebiet der Gentherapie sein. Zwei Jahre später wurde 
jedoch bekannt, dass ein Patient durch die Folgen von Insertionsmutagenese Leukämie 
entwickelt hatte (Hacein-Bey-Abina et al., 2003), und weitere Fälle folgten (Check, 2002; 
Marshall, 2003; Kohn et al., 2003; Cole, 2008). Zudem war bereits 1999 ein 18-jähriger 
Patient durch einen Gentherapieversuch mit einem Adenovirus-Vektor gestorben (Beardsley, 
2000; NIH Report, 2002). Offenbar hatten virale Bestandteile zu einer außerordentlich 
starken Immunantwort mit darauffolgendem Multiorganversagen geführt (Beardsley, 2000). 
Eine Weiterentwicklung viraler Vektoren hinsichtlich Sicherheit und Verträglichkeit erwies 
sich also als notwendig. 
Heute machen Adenovirus- und Retrovirus-basierte Vektoren in klinischen Studien für die 
Gentherapie trotz der genannten Rückschläge etwa 24 % bzw. 21 % aller 1644 zu testenden 
Vektoren aus (The Journal of Gene Medicine, Stand 2010). Den drittgrößten und damit 
ebenfalls bedeutenden Bereich stellen Ansätze mit nackter oder Plasmid-DNA dar (18 %, 
Stand 2010). 
 
Auch integrierende, nicht-virale Vektoren können allerdings zu unerwünschten Reaktionen 
wie beispielsweise Insertionsmutagenese führen (Romano et al., 2009). Um bei der 




Eigenschaften zu erhalten, sind zudem oftmals langwierige Screening- und 
Amplifikationsmethoden notwendig (vgl. Abschnitt 2.4.1). 1994 wurde von Schlake und Bode 
die Methode des Kassettenaustauschs vorgestellt, die die Nachteile zufällig integrierender 
Systeme umgehen sollte. Durch ortsspezifische Rekombination bzw. Integration wird bei 
diesem Verfahren die Herstellung eines hochexprimierenden Zellklons stark vereinfacht               
(s. Abschnitt 2.4.1). 
 
Episomale Systeme stellen in diesem Zusammenhang ebenfalls eine Alternative dar. Bereits 
in den 1980er Jahren wurde damit begonnen, Expressionsvektoren zu entwickeln, die 
extrachromosomal replizieren und dadurch stabil in sich teilenden Zellen beibehalten werden 
können (Haase et al., 1989; Krysan et al., 1989; De Benedetti und Rhoads, 1991; Kirinaka et 
al., 1994). Die Natur diente hier als Vorbild: einige Säuger-spezifische Viren wie 
beispielsweise das bovine Papillomavirus (BPV) und das Epstein-Barr-Virus (EBV) 
replizieren mithilfe von spezifischen, viruseigenen Kofaktoren episomal (Law et al., 1981; 
Dyson und Farrell, 1985; van Craenenbroeck et al., 2000). Die erste Generation von 
Episomen setzte in Anlehnung daran auf einen viralen Replikationsursprung im Vektor und 
die Kodierung des entsprechenden Virusproteins (z.B. EBNA-1 für EBV oder das large T 
antigen für SV40; Lupton und Levine, 1985; Cooper et al., 1997). Das Vorhandensein viraler 
Proteine kann jedoch zu Zelltransformationen führen (Lipps et al, 2003), weshalb auch diese 
Vektorgeneration folglich keine vollkommene Sicherheit versprach. Eukaryotische 
Replikationsursprünge konnten und können darüber hinaus nicht ohne Weiteres alternativ 
verwendet werden, da deren Identifizierung und Isolierung sich schwierig gestalten (Cvetic 
und Walter, 2005). 
Das erste Beispiel für einen nicht-viralen, episomalen Vektor, der kein Virusprotein für die 
Replikation benötigte, wurde 1999 von Piechaczek et al. für CHO-Zellen publiziert: pEpi-1 
(Abb. 2-3). Die Gruppe klonierte statt des large T antigens ein S/MAR-Element (SAR E) in 
den Vektor, welches durch Interaktion mit zelleigenen Faktoren ganz natürlich den Kontakt 
mit der Replikationsmaschinerie der Zelle herstellt. Das Plasmid wird über hunderte 
Generationen in CHO-Zellen ohne fortlaufenden Selektionsdruck (initial notwendig) als 
Episom bei konstanter Kopienzahl beibehalten (Piechaczek et al., 1999). Inzwischen wurde 
eine Weiterentwicklung des pEpi-1 Prototyps beschrieben, die mit einer vergleichsweise 
reduzierten Größe und einem um 60 % verringerten CpG-Gehalt erhöhte 
Transgenexpressionslevel ermöglichen soll (pEPito; Haase et al., 2010). 
Vielversprechende Systeme sind heute darüber hinaus die sog. Minicircles, denen im 
Gegensatz zu einem vollständigen Plasmid die prokaryotischen Sequenzen fehlen (Darquet 
et al., 1997; Nehlsen et al., in Druck; s. Abschnitt 2.5.2). 
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Abb. 2-3: Schematische Darstellung des Vektors pEpi-1 (modifiziert nach Piechaczek et al., 1999). 
Die wichtigen Elemente des Vektors sowie ausgewählte Restriktionsschnittstellen sind eingezeichnet. Die 
eukaryotische Expressionskassette besteht aus dem CMV-Promotor, dem GFP-Gen und der 2 kb SAR E. 
 
2.3.2 Transfektionsmethoden für Säugerzelllinien 
Pharmazeutisch relevante Proteine werden in industriell interessanten Zelllinien wie CHO 
und HEK293 nicht von Natur aus synthetisiert. Auch in der Gentherapie soll zumeist ein Gen 
exprimiert werden, dass der Zelle fehlt oder beschädigt ist. Daher müssen die gewünschten 
Gene als sog. Transgen in die Zielzellen eingeschleust bzw. transfiziert werden. Während 
der Transfektion muss der Vektor die Zellmembran passieren und je nach 
Internalisierungsmechanismus können unterschiedliche intrazelluläre Wege angesteuert 
werden, bei denen sich die Menge der den Zellkern erreichenden DNA unterscheidet (Khalil 
et al., 2006). Der Vektor muss ggf. aus Endosomen in das Zytoplasma freigesetzt werden, 
die Kernmembran unbeschadet (d.h. ohne lysosomalen Abbau) erreichen und durchdringen, 
und schließlich im Zellkern exprimiert werden (Khalil et al., 2006). Jeder dieser Schritte kann 
limitierend sein und damit den Erfolg der Transfektion maßgeblich beeinflussen (Khalil et al., 
2006; Akita und Harashima, 2008). 
Im Laufe der Jahre wurden viele Transfektionssysteme für Säugerzelllinien entwickelt, die in 
erster Linie nach der Art des Vektors und des Eintritts in die Zelle unterschieden werden 
(Übersicht in Kim und Eberwine, 2010: Tab. 1). Einige Methoden für nicht-virale Vektoren 
werden in diesem Abschnitt etwas näher beschrieben. 
 
(a) Chemische Transfektionsmethoden: es werden Substanzen eingesetzt, die mit der DNA 
einen chemischen Komplex bilden, wobei zwischen kationischen Lipiden (Felgner et al., 
1987; Gao und Huang, 1991), kationischen Polymeren (Boussif et al., 1995; Gao und 
Huang, 1996) und Kalziumphosphat (Graham und van der Eb, 1973; Ehrlich et al., 1976) 
unterschieden wird. Die positive Ladung dieser Reagenzien interagiert elektrostatisch mit 




Insbesondere Liposomen werden anschließend bevorzugt durch Endozytose in die Zelle 
aufgenommen (Friend et al., 1996), wobei es auch danach unterschiedliche Wege 
innerhalb der Zelle gibt (Hoekstra et al., 2007). 
 
(b) Physikalische Transfektionsmethoden: die Zellmembran wird durch physikalische 
Einflüsse überwunden. Interessant ist hier vor allem die Elektroporation (Neumann et al., 
1982; Potter et al., 1984), bei der durch einen elektrischen Impuls die Struktur der 
Membran für einen Augenblick gelockert wird, so dass die zu transfizierende DNA in die 
Zelle eindringen kann (Al-Dosari et al., 2009). Die Fa. Amaxa Biosystems entwickelte 
darauf basierend die sog. Nucleofector Technologie (Nukleofektion; Leclere et al., 2005), 
welche insbesondere für Zellen wie beispielsweise humane Monozyten geeignet ist, die 
sich nur erschwert transfizieren lassen (Martinet et al., 2003; Trompeter et al., 2003). 
Injektionen gehören ebenfalls in die Kategorie der physikalischen Transfektionsmethoden 
(Kim und Eberwine, 2010). 
 
Die Auswahl eines geeigneten Transfektionssystems für eine gegebene Aufgabe ist von 
vielen Faktoren abhängig (z.B. Transfektionseffizienz, Stabilität der DNA, Kosten, Maßstab, 
Zelllinie). Für die unterschiedlichsten Expressionssysteme wurden im Laufe der Jahre 
Standard-Methoden beschrieben (z.B. PEI oder Kalziumphosphat für TGE in 
Suspensionszellkultur; Schlaeger und Christensen, 1999; Pham et al., 2006). Bei adhärenter 
Zellkultur im Labormaßstab werden hohe Transfektionseffizienzen von Plasmid-DNA vor 
allem durch die Verwendung der Lipofektion erhalten (Sells et al., 1995). Hierfür stehen eine 
Reihe Reagenzien unterschiedlicher Firmen zur Verfügung. 
Für die Etablierung eines Vektors als Episom ist v.a. entscheidend, dass die DNA im circular 
covalently closed-Status (ccc-Status) transfiziert wird, da es ansonsten zu Integrationen 
kommen kann (Broll et al., 2010). Insbesondere bei S/MAR-enthaltenden Vektoren ist der 
superhelikale Status für deren Etablierung von enormer Bedeutung und darf daher durch das 
Transfektionsreagenz nicht gestört werden (Nehlsen et al., 2006). Es ist bekannt, dass die 
Elektroporation genau dieses Risiko birgt (Nehlsen et al., 2006; Broll et al., 2010), wodurch 
ihr Einsatz für die Transfektion pEpi-basierter Plasmide und vor allem Minicircles 




Für die Untersuchung von neuartigen Vektoren, Transportmechanismen in der Zelle, 
Produktionsoptimierungen u.a. werden Reporter verwendet, die sich schnell und 
unkompliziert nachweisen lassen. Die Wahl des geeigneten Reportersystems geschieht 
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i.d.R. nach einer sorgfältigen Abwägung der Vor- und Nachteile bzw. der charakteristischen 
Eigenschaften eines Reporters. 
Für diese Arbeit wurden zwei unterschiedliche Reportersysteme eingesetzt, die einander 
ergänzen und somit eine umfassende Analyse der transienten Phase gewährleisten sollten. 
 
2.3.3.1 Gaussia Luciferase 
Luciferasen sind Enzyme, die geeignete Substrate (z.B. Luciferin) unter Emission von 
Photonen oxidieren. Damit gehören sie zu den biolumineszenten Reportern (Contag et al., 
1997). Viele unterschiedliche Organismen wie beispielsweise Insekten und Krebstiere 
exprimieren Luciferase. 
Anwendung als Reporter finden vor allem drei Luciferasen: firefly Luciferase (FLuc) aus dem 
Leuchtkäfer Photinus pyralis (Green und McElroy, 1956; Chiu und Christopoulos, 1999), 
Renilla Luciferase (RLuc) aus der Koralle Renilla reniformis (Matthews et al., 1977; Lorenz et 
al., 1991, 1996) und Gaussia Luciferase (GLuc) aus dem Ruderflusskrebs Gaussia princeps 
(Verhaegent und Christopoulos, 2002; Tannous et al., 2005). 
Die Luciferase-Varianten FLuc und RLuc sind 550 bzw. 311 Aminosäuren (AS) lang und 
werden natürlicherweise intrazellulär exprimiert. Dagegen ist GLuc mit einer Länge von              
185 AS vergleichsweise kurz, wird sekretiert und ist, im Gegensatz zu FLuc (Lembert und 
Idahl, 1995), unabhängig von ATP. Die Signalintensität, die mit humanisierter Gaussia 
Luciferase erreicht werden kann, ist etwa zwei Zehnerpotenzen höher als die der beiden 
anderen humanisierten Luciferasen (Tannous et al., 2005). 
Die Unabhängigkeit von Kofaktoren sowie die hohe Signalintensität machen GLuc zu einem 
idealen Reporter für Real-Time Messungen. 
 
2.3.3.2 destabilized EGFP 
Der Reporter GFP (green fluorescent protein) wurde ursprünglich aus der Qualle Aequorea 
victoria isoliert und gehört aufgrund des aromatischen Systems zu der Klasse 
fluoreszierender Proteine (Yang et al., 1996). GFP hat eine Länge von 238 AS (Prasher et 
al., 1992), wird intrazellulär exprimiert und benötigt für die volle Entfaltung der Aktivität weder 
exogene Substrate noch Kofaktoren (Chalfie et al., 1994). Daher eignet es sich als Reporter 
für Genexpressionsmessungen und die Lokalisierung von Proteinen in lebenden Organismen 
(Chalfie et al., 1994; Marshall et al., 1995). Wildtyp-GFP weist allerdings eine geringe 
Sensitivität auf und akkumuliert aufgrund der relativ hohen Stabilität in der Zelle. Daher kann 
es für Studien, in denen der Reporter eine hohe Abbaurate aufweisen muss (z.B. als 




Eine sensitivere GFP-Variante entstand durch Mutation und Kodon-Optimierung der DNA-
Sequenz. Dieses sog. enhanced GFP (EGFP) ist bereits nach 16 – 24 h detektierbar (Yang 
et al., 1996; Zhang et al., 1996). 
Um im Speziellen einen Transkriptionsreporter zu erhalten, wurde EGFP zusätzlich 
modifiziert. Eine Proteindomäne, die für den schnellen Abbau der mouse ornithine 
decarboxylase (MODC) verantwortlich ist (Rosenberg-Hasson et al., 1989; Murakami et al., 
1992), wurde kovalent an EGFP fusioniert. Dadurch entstanden destabilisierte EGFP-
Varianten, die, je nach Halbwertszeit, als d1EGFP, d2EGFP oder d4EGFP bezeichnet 
werden (Li et al., 1998). Das in dieser Arbeit verwendete d2EGFP weist demnach eine 
Halbwertszeit von etwa 2 h auf und kann als Transkriptionsmarker verwendet werden. 
 
2.3.3.3 Vergleich der beiden Reporter 
Die beiden Reporter GLuc und d2EGFP haben grundverschiedene Eigenschaften (Tab. 2-2) 
und sind daher für die Analyse unterschiedlicher Parameter geeignet. 
 
Tab. 2-2: Vergleich der beiden Reporter GLuc und d2EGFP. 
Kriterium GLuc d2EGFP 
Art des Reporters Biolumineszenz Fluoreszenz 
Messung luminometrisch durchflusszytometrisch 
Länge 185 AS 281 AS 
Expressionsart sekretiert intrazellulär 
Stabilität hoch niedrig 
Messergebnis RLU / Loch % Gated, X Mean 
Hersteller des Vektors New England Biolabs Clontech 
 
 
Gaussia Luciferase imitiert die Sekretion eines monomeren Pharmaproteins und kann 
Limitierungen im Sekretionspathway unterliegen bzw. diese aufzeigen. Die GLuc-Aktivität 
wird nach Entnahme des Zellüberstandes luminometrisch vermessen, wobei das Signal 
aufgrund der Sekretion zeitlich versetzt ist. Darüber hinaus wird, sofern keine Normierung 
vorgenommen wird, die Expression der gesamten, transfizierten Zellpopulation unabhängig 
von der Transfektionseffizienz und dem Vorhandensein abgestorbener Zellen bestimmt. Die 
Sensitivität der Messung ist sehr hoch (Tannous et al., 2005). 
Dem gegenüber werden bei der Verwendung von d2EGFP als Reporter sowohl der Anteil 
d2EGFP-exprimierender Zellen als auch die mittlere Expressionshöhe der d2EGFP-positiven 
Zellen durchflusszytometrisch gemessen. Aufgrund der geringen Stabilität des Reporters 
wird lediglich die momentane Expression angezeigt (Li et al., 1998). Da d2EGFP nicht 
sekretiert wird, ist eine Signalverzögerung in dem Maße des GLuc-Reporters nicht zu 
berücksichtigen. Typische Expressionsdiagramme bei Verwendung des Reporters GLuc 
bzw. d2EGFP unterscheiden sich daher in ihrem Verlauf (Abb. 2-4). Die mittlere d2EGFP-
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Expression nimmt i.d.R., ebenso wie der Anteil exprimierender Zellen, im Laufe der 
transienten Phase ab (Abb. 2-4 b, c), während das Maximum der gesamten GLuc-
Expression eines transfizierten Lochs gewöhnlich erst nach mehr als 24 h auftritt               
(Abb. 2-4 a). Dies ist bei der Bewertung der Expressionsanalysen zu berücksichtigen. Die 
Auswertung und Ergänzung beider Datensätze kann Hinweise liefern, ob die gemessene 




Abb. 2-4: Skizzierte, typische Expressionsdiagramme bei Verwendung der Reporter GLuc und d2EGFP. 
Die Diagramme basieren auf einer Zusammenfassung von Beobachtungen aus dieser Arbeit. (a) Gesamte GLuc-
Expression eines transfizierten Lochs, (b) mittlere d2EGFP-Expression X Mean von d2EGFP-positiven Zellen, (c) 
Anteil d2EGFP-exprimierender Zellen % Gated an der Gesamtheit der vermessenen Zellen. 
 
 
2.4 Die transiente und stabile Genexpression 
Bei der Beschreibung der Transgenexpression in eukaryotischen Zellen wird zwischen der 
transienten und der stabilen Expression (Etablierung) unterschieden. Die vorhergehende 
transiente Expression stellt eine notwendige Voraussetzung für die Etablierung des 
Transgens dar (Condreay et al., 1999). 
Im Zustand der stabilen Expression wird das Transgen auf einem konstanten Level über eine 
große Anzahl von Zellteilungen, sog. population doublings (PDs) exprimiert. Um einen 
einheitlichen Phänotyp zu präsentieren, sollte für den etablierten Zustand möglichst ein 
Einzelklon vorliegen. 
Jeder Zustand, der diese Kriterien nicht erfüllt, sollte demnach unter dem Begriff ‚transient’ 
zusammengefasst werden können. Die Abgrenzung ist allerdings nicht trivial. Als ‚transiente 
Phase’ wird i.A. der Zeitraum von ein bis zwei Wochen nach der Transfektion bezeichnet, in 
dem die Expression deutlich und rapide abnimmt (Geisse et al., 2005; Sitton et al., 2006). Bis 
das Transgen gemäß Definition allerdings etabliert ist, können je nach System viele PDs 
nötig sein und somit mehr als zwei Wochen vergehen. Um die Schwierigkeit der Abgrenzung 
beider Phasen zu verdeutlichen, könnte der Term ‚Übergangsphase’ verwendet werden. 




2.4.1 Herstellung stabiler Säugerzelllinien 
Stabile Säugerzelllinien werden für die industrielle Produktion rekombinanter Pharmaproteine 
in großem Maße verwendet, da sie kontinuierlich hohe Proteinausbeuten gewährleisten 
(Baldi et al., 2007). Die Herstellung einer solchen Zelllinie ist indes langwierig und 
kostenintensiv, weil Klone mit den gewünschten Eigenschaften bezüglich Kopienzahl, 
Expressionshöhe und ggf. Ort der Integration identifiziert werden müssen. 
Da bei der Produktion rekombinanter Pharmaproteine aus Sicherheitsaspekten auf die 
Verwendung viraler Vektoren verzichtet werden muss, werden an dieser Stelle lediglich 
nicht-virale Systeme zur Herstellung stabiler Zelllinien vorgestellt. Eine Übersicht viraler 
Systeme bieten beispielsweise Osten et al. (2007). 
 
Die Integration des Transgens in das Genom der Zielzellen ist eine Möglichkeit, stabile 
Säugerzelllinien herzustellen. Es gibt die Methode der zufälligen, sog. random integration 
(Hackett et al., 2007), bei der das gene of interest (GOI) an einer zufälligen, nicht-
vorhersagbaren Stelle in das Genom integriert wird. Dies führt zwangsläufig dazu, dass 
aufwändige Screenings durchgeführt werden müssen, um einen hochexprimierenden 
Zellklon zu erhalten (Qiao et al., 2009). Zumeist sind darüber hinaus Amplifikationsmethoden 
notwendig, um die Kopienzahl des Zielgens zu vervielfachen (Wurm, 2004). Am Ende steht 
zwar ein einzelner Masterklon mit definierten Eigenschaften und großem 
Produktionspotential, der Weg dorthin ist jedoch mühsam. 
Als Alternative bietet sich die zielgerichtete, sog. targeted integration an. Die Methode hat 
den Vorteil, dass bereits vor der Integration des GOI ein genomischer Lokus ausgewählt 
werden kann, der konstitutiv, stabil und mit hoher Rate exprimiert wird (Oumard et al., 2006). 
Der zu erwartende Klon hat vorhersagbare Eigenschaften (Oumard et al., 2006), wodurch 
das Screening nach Hochexprimierern signifikant vereinfacht bzw. zeitlich verkürzt wird. Die 
zielgerichtete Integration kann durch homologe oder ortsspezifische Rekombination erfolgen 
(Rubnitz und Subramani, 1985; Bollag et al., 1989; Schlake und Bode, 1994). Ersteres wird 
erfolgreich in Stammzellen angewendet, ist für die meisten biotechnologisch relevanten 
Zelllinien jedoch zu ineffizient (Oumard et al., 2006). Ortsspezifische (site-specific) 
Rekombination eignet sich in diesen Fällen besser (Oumard et al., 2006). Im einfachsten Fall 
sind je eine target site im Genom und eine im Vektor enthalten, so dass die gesamte Vektor-
DNA integriert. Dadurch werden jedoch prokaryotische Sequenzen, die für die Herstellung 
der DNA notwendig sind, kointegriert und können zu unerwünschten Effekten wie einer 
Heterochromatisierung und infolgedessen zu einer Abschaltung der Genexpression führen 
(Riu et al., 2005). Aus diesem Grund wurde der Kassettenaustausch bzw. das RMCE-
Verfahren (recombinase-mediated cassette exchange) entwickelt (Schlake und Bode, 1994), 
bei dem eine Expressionskassette, mindestens bestehend aus dem GOI und zwei 
  Einleitung 
 
   
41
(heterospezifischen) target sites, gegen eine von denselben sites flankierte, genomische 
Sequenz ausgetauscht wird (Turan et al., 2011). Als ortsspezifische Rekombinasen bieten 
sich die gut untersuchten Enzyme Flp, Cre und ΦC31 an (Birling et al., 2009; s. Abschnitt 
2.5.2.1). Der Vorteil dieser Methode ist offensichtlich: lediglich die DNA-Sequenz, die für die 
Expression des Zielgens tatsächlich benötigt wird, wird in das Genom integriert. Darüber 
hinaus ist die Reaktion im Prinzip irreversibel, da der sog. exchange vector, also der GOI-
enthaltende Austauschvektor im großen Überschuss verabreicht wird (Oumard et al., 2006). 
Es wurde herausgefunden, dass S/MAR-Flanken das GOI vor Heterochromatisierung 
schützen und somit die Expression erhöhen und stabilisieren können (Goetze et al., 2005). 
Eine Art Durchbruch gelang kürzlich Qiao et al. (2009) mit der Entwicklung eines RMCE-
Systems, das innerhalb von zwei Monaten einen hochexprimierenden, kompetenten 
Masterklon hervorbringt. Dies dürfte insbesondere für industrielle Zwecke hochinteressant 
sein. 
 
Seit der Beschreibung des ersten autonom replizierenden Episoms pEpi-1, das nicht auf 
virale Kofaktoren angewiesen ist (Piechaczek et al., 1999), werden neben den integrierenden 
Systemen auch episomale Vektoren zunehmend interessant für Industrie und Gentherapie. 
Sie erlauben die stabile Genexpression ohne langwierige Suche nach einem geeigneten 
Integrationsort im Genom und können dadurch ebenfalls zu einer zeitlichen Verkürzung der 
Herstellung stabiler Zelllinien beitragen (vgl. Abschnitte 2.3.1 und 2.5.2). 
 
2.4.2 Die transiente Genexpression 
Die transiente Genexpression ist vorwiegend für die (parallele) Untersuchung von Vorstufen 
oder unterschiedlichen Varianten eines Proteins im High-Throughput-Verfahren bedeutend 
(Durocher et al., 2002; Cho et al., 2003; Baldi et al., 2007) und stellt eine an Beliebtheit 
zunehmende Alternative zur Verwendung stabiler Zelllinien dar (Liu et al., 2008). In 
Pharmaunternehmen werden für Arzneiforschungsprogramme im steigenden Maße TGE-
Systeme bis zu einem Maßstab von 100 L verwendet (Baldi et al., 2007). Einige bisher 
beschriebene, ausgewählte TGE-Beispiele sind Tab. 2-3 zu entnehmen. 
Der Erfolg der transienten Genexpression ist von einer Vielzahl von Faktoren abhängig, zu 
denen die Zelllinie, der Expressionsvektor, das Transfektionsvehikel und das Kulturmedium 
zählen (Durocher et al., 2002). Die Parameter müssen für jedes Expressionssystem 
hinsichtlich des Produktionsziels optimiert werden, wobei der Einfluss eines einzelnen 
Faktors enorm sein kann, wie das folgende Beispiel verdeutlicht: Bentley et al. (1998) haben 
lediglich durch unterschiedliche Kombinationen schwerer und leichter Antikörperketten bei 





Tab. 2-3: Transiente Expression rekombinanter Proteine (Maßstab mindestens 1 L). 
(modifiziert nach Baldi et al., 2007). Beispiele bereits beschriebener, transienter Expressionssysteme sind 
aufgeführt. Abkürzungen: n.d.  nicht detektiert, n.z.  nicht zugänglich, TR  Transfektionsreagenz. 
 
Produkt Zelllinie TR Serum Maßstab [L] Kultursystem 
Titermax 
[mg ⋅ L-1] 
Ausbeutemax 
[mg] 
TNF-Rp55 HEK293E PEI nein 2 Erlenmeyer 0,55 n.d. 
hu-IgG HEK293E CaPi ja 110 150 L STR 7,7 500 
Tie-2 ED 293-SFE PEI nein 14 STR n.d. 33 
NP-1 293-SFE PEI nein 10 STR n.d. 35 
hu-IgG HEK293E PEI nein 4 BiotainerTM 4,25 17 
SEAP HEK293E PEI ja 1 1 L STR 25 n.d. 
B2-CD1d HEK293E PEI nein 2 Schüttelkolben n.z. 24 
hu-IgG CHO DG44 PEI nein 13 20 L STR 6 n.d. 
hu-IgG CHO DG44 PEI nein 80 110 L STR 22 n.d. 
 
 
Das bei der transienten Transfektion erhaltene Klongemisch besteht, sofern die 
Transfektionseffizienz geringer als 100 % ist, aus Zellen, welche das Transgen exprimieren, 
und solchen, die keine Expression aufweisen. Darüber hinaus kann auch immer ein gewisser 
Anteil abgestorbener Zellen im Gemisch enthalten sein. Die Wahl der Transfektionsmethode 
beeinflusst diese Verteilung maßgeblich und sollte daher sorgfältig bedacht werden (vgl. 
Abschnitt 2.3.2). 
Neben der Art der Transfektion wirken sich Topologie und Größe der DNA auf die 
Transfektionseffizienz aus (Weintraub et al., 1986; Buttrick et al., 1992; Darquet et al., 1999). 
Zirkuläre DNA-Moleküle sind i.A. stabiler gegenüber Nuklease-Abbau als lineare Moleküle. 
Die höchste Effektivität wird bei der Transfektion gewöhnlich unter Verwendung von 
supercoiled DNA-Molekülen erreicht (Weintraub et al., 1986), welche durch die inhärente 
Superhelizität zudem am ehesten dem topologischen Zustand des Genoms entsprechen. 
Darüber hinaus sollte die verwendete DNA möglichst frei von bakteriellen Rückständen sein, 
da diese in der eukaryotischen Zelle zu unerwünschten Nebeneffekten führen könnten (z.B. 
Endotoxine; Ritzén et al., 2007). 
Die Zellkernmembran stellt zweifelsohne eine nahezu unüberwindbare Barriere für Plasmide 
gewöhnlicher Größe (~ 10 kb) dar (Zabner et al., 1995; Escriou et al., 1998), und ihre 
Durchquerung ist ein wichtiger Aspekt für eine erfolgreiche TGE. Es besteht daher u.a. die 
umstrittene Überlegung, der Zellzyklus könne die Transfektionseffizienz beeinflussen 
(Grosjean et al., 2002). Demnach sollte eine möglichst hohe Kopienzahl des Transgens im 
Kern erreicht werden, wenn die Transfektion kurz vor oder während der temporären 
Auflösung der Kernmembran in der G2/M-Phase erfolgt. Diese These ist bisher allerdings 
weder hinreichend belegt noch widerlegt (Pollard et al., 1998). Zudem besteht zwischen der 
Expression und der Kernkopienzahl offenbar kein durchweg linearer Zusammenhang 
(Tachibana et al., 2002; Bode et al., 2003), so dass andere Faktoren eine übergeordnete 
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Rolle spielen könnten. Folglich muss für jedes Expressionssystem der Einfluss des 
Zellzyklus auf die Transfektionseffizienz gesondert ermittelt werden. 
Auf Kernebene gewinnen für die TGE weitere Faktoren an Einfluss, die ebenfalls nicht 
vernachlässigt werden dürfen. Der Expressionsvektor liegt nach der Transfektion und 
Durchquerung der Zellkernmembran (zunächst) extrachromosomal vor und enthält i.d.R. 
zellfremde DNA-Sequenzen. Die DNA ist daher anfällig für Silencing-Mechanismen. Neben 
dem aktiven Silencing wie der Methylierung (Doerfler et al., 1989; Chomet, 1991), stören 
auch passive Mechanismen wie der schlichte Verlust von Transgenkopien durch Zellteilung 
den Erfolg der Produktion. Hinsichtlich der Optimierung der TGE muss daher auch bei der 
Anfälligkeit für Silencing angesetzt werden. Im folgenden Abschnitt 2.5 werden zwei Ansätze 
vorgestellt, die zu einer Verminderung des aktiven und passiven Silencing beitragen sollen 
und damit die Ausbeute einer TGE erhöhen könnten. 
 
 
2.5 Ansätze für die Erhöhung und Stabilisierung der TGE 
2.5.1 S/MAR-Elemente 
In den 1980er Jahren wurden in Hefegenomen die sog. autonomously replicating sequences 
(ARS) entdeckt, welche eine autonome Replikation von ARS-Plasmiden in Hefezellen 
erlauben (Celniker und Campbell, 1982; Huberman et al., 1988). Diese neuartigen Elemente 
zeigten erstaunliche strukturelle und funktionelle Ähnlichkeiten zu S/MAR-Elementen (Amati 
und Gasser, 1988, 1990). Genomische ARS aus S. cerevisiae und S. pombe sind sogar im 
eigentlichen Sinne S/MAR-Elemente (Amati et al., 1990). Es konnte folglich erwartet werden, 
dass ‚S/MAR-Vektoren’ in Säugerzellen ebenso autonom replizieren sollten wie ARS-
Vektoren in Hefen. 
Der Prototypvektor pEpi-1 wurde entsprechend erfolgreich als ‚S/MAR-Vektor’ entwickelt 
(vgl. Abschnitt 2.3.1) und stellt streng genommen eine ARS dar. Für die Etablierung des 
pEpi-1-Vektors ist lediglich ein initialer Selektionsdruck notwendig. Anschließend wird das 
Episom ebenso wie das gesamte Genom einmal je Zellzyklus repliziert, wodurch die 
Kopienzahl konstant bleibt (< 20; Piechaczek et al., 1999). Voraussetzung für die 
Funktionalität dieses Systems ist, dass das S/MAR-Element mit einer stromaufwärts 
gelegenen Transkriptionseinheit verbunden ist (Stehle et al., 2003; Jenke et al., 2004). Die 
Deletion des Transgens führt dabei ebenso zu einem Verlust der episomalen 
Replikationsfähigkeit des Vektors wie die Klonierung einer zusätzlichen 
Polydenylierungsstelle zwischen Gen und S/MAR (Stehle et al., 2003). Eine aktive 
Transkription in die S/MAR hinein ist also eine wichtige Voraussetzung für die episomale 




ermöglicht. Zwar hat die S/MAR auf dem Expressionsplasmid ein erhöhtes 
Strangtrennungspotential, jedoch führt erst superhelikaler Stress, ausgelöst durch den ccc-
Status des Plasmids und durch fortlaufende Transkription, zu der tatsächlichen Öffnung 
(Mielke et al., 1990). Das S/MAR-Element stellt im Folgenden nicht den 
Replikationsursprung selbst dar, sondern schafft lediglich die Voraussetzungen für eine 
Replikation, die anschließend prinzipiell an einer beliebigen Stelle von pEpi-1 in nicht-
transkribierten Regionen starten kann (Bode et al., 2001; Schaarschmidt et al., 2004). 
Es bleibt festzuhalten, dass ein S/MAR-Element alle nötigen Eigenschaften mitbringt, um ein 
Plasmid wie pEpi-1 als Episom in Säugerzellen zu etablieren. Dies ist allerdings nicht der 
einzige Vorteil der Verwendung von S/MARs, wie beispielsweise der Einsatz bei RMCE-
Systemen zeigt. S/MARs bilden in ihrer Funktion als bordering element Domänengrenzen, 
wodurch eine Inaktivierung des (Trans-) Gens durch flankierendes Heterochromatin 
verhindert wird (Stief et al., 1989; Phi-Van et al., 1990). Die starke Interaktion mit 
Matrixproteinen wie SAF-A (Jenke et al., 2002) und Transkriptionsfaktoren (z.B. YY1; Klar et 
al., 2005) führt sowohl zur Retention und authentischen Segregation eines Episoms als auch 
zu einer erhöhten Transkriptionsinitiation der Expressionskassette (Baiker et al., 2000; Bode 
et al., 2000; Jenke et al., 2002). Sowohl in stabilen Zellexpressionssystemen als auch in 
transgenen Organismen wurde gezeigt, dass S/MARs die Genexpression erhöhen können 
(Stief et al., 1989; Phi-Van und Strätling, 1996; Namciu et al., 1998). 
In transienten Ansätzen könnten S/MAR-Elemente aufgrund der genannten Eigenschaften 
ebenfalls vielversprechende Werkzeuge darstellen, obwohl in der Vergangenheit sogar von 
negativen Einflüssen auf die TGE berichtet wurde (Klehr et al., 1991; Schübeler et al., 1996). 
Für transiente Proteinproduktionen werden i.A. sehr starke virale Promotoren verwendet 
(z.B. HCMV; Baldi et al., 2007), die als zellfremde Sequenzen zum Silencing neigen (Löser 
et al., 1998; Doerfler, 2006). S/MAR-Elemente könnten hier bereits in der transienten Phase 
die Promotormethylierung verringern und somit zu einer erhöhten transienten Genexpression 
beitragen. Die Interaktion mit der Kernmatrix sowie die Rekrutierung transkriptionsfördernder 
Proteine könnten zudem bereits in der transienten Phase einen positiven Einfluss auf die 
Expressionshöhe des Transgens haben. Es ist auch denkbar, dass SAF-A bereits transient 
eine Art ‚Retentionswirkung’ auf die S/MAR-Vektoren ausübt und so die Verdünnung 
während der Zellteilung verringert. 
 
2.5.1.1 Das humane IFN-β M18-S/MAR-Element 
Interferone gehören zu der Familie der Zytokine und werden infolge stimulierender 
Substanzen wie beispielsweise Viren in tierischen Zellen exprimiert (Friedman, 1977; Hiscott 
et al., 1989). Es gibt drei Gruppen der Interferone: alpha, beta und gamma (Trent et al., 
1982). 
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Die Interferon-β- (IFN-β, IFNB1) Domäne kodiert das 166 AS lange β- bzw. Fibroblasten-
Interferon (Derynck et al., 1980; Trent et al., 1982). In der humanen IFNB1-Domäne (vgl. 
Abb. 2-2) konnten zwei starke S/MAR-Elemente identifiziert werden, die die 
Transkriptionseinheit abgrenzen: die 7 kb-upstream und die 5 kb-downstream S/MAR (Bode 
et al., 2006). Innerhalb des 5’-Bereiches wurde daraufhin ein Subfragment (2 kb) mit 
besonders hoher Matrix-Bindeaffinität näher charakterisiert, das im Folgenden die 
Bezeichnungen Fragment I, SAR E oder 5’-IFN-β S/MAR erhielt und für die Konstruktion von 
pEpi-1 verwendet wurde (Mielke et al., 1990; Bode et al., 1992; Piechaczek et al., 1999). Es 
zeichnet sich u.a. durch DNase I-Hypersensitivität (Bode et al., 2000), eine starke 
Kernmatrix-Bindung (Mielke et al., 1990) und eine erhöhte Transgenexpression bei stabiler 
Transfektion (Mielke et al., 1990; Klehr et al., 1991) aus. 
Broll et al. (2010) verwendeten einen pEpi-basierten Minicircle mit SAR E für die Herstellung 
stabiler Zelllinien. Im Verlauf der Experimente erfuhr die S/MAR durch spontane Deletion (in 
vivo Evolution) eine Größenreduktion von 2 kb auf 733 bp (Abb. 2-5), wodurch sowohl die 
Stabilität als auch die Klonierungskapazität des Minicircles erhöht wurde. Das resultierende, 




Abb. 2-5: SIDD-Profile des huIFN-β S/MAR-Elements SAR E und des minimalen S/MAR-Elements M18 in 
einem pEpi-basierten Minicircle (Broll et al., 2010). 
Die Deletion innerhalb der SAR E, die zur Bildung der SAR M18 führte, ist schematisch angezeigt. Abkürzungen: 
egfp  enhanced green fluorescent protein, mini  Primerbezeichnung, pA  Polyadenylierungsstelle, pSV40  SV40-
Promotor, SAR  scaffold attachment region. 
 
2.5.1.2 Das potentielle CMV-S/MAR-Element 
Das humane Zytomegalievirus (HCMV) gehört zur Gruppe der Herpesviren und besitzt eine 




1986). Das HCMV-Genom besteht aus zwei sog. unique Sequenzen unterschiedlicher Länge 
(UL und US), die jeweils von invertierten Sequenzwiederholungen (sog. inverted repeats) 




Abb. 2-6: Schematischer Aufbau des humanen Zytomegalievirus (HCMV), Stamm Ad169 (modifiziert nach 
Ebeling et al., 1983). 
Das lineare, doppelsträngige DNA-Genom des HCMV besitzt eine Größe von etwa 235 kb und besteht aus den 
zwei Elementen UL (long unique sequence) und US (short unique sequence), die jeweils von invertierten 
Sequenzwiederholungen (inverted repeats) flankiert werden. 
 
Direkt nach der Infektion werden die sog. immediate early (IE) Gene unabhängig von einer 
vorhergehenden Synthese viraler Proteine exprimiert (Stinski et al., 1983). Virale IE-RNAs 
wurden dem UL-Bereich des HCMV-Genoms zugeordnet (Demarchi, 1981; Wathen und 
Stinski, 1982). Die IE-Proteine erhöhen die transkriptionelle Aktivität des Chromatins und 
verursachen Veränderungen in der Chromatinstruktur bereits innerhalb der ersten Stunde 
nach der Infektion der Zelle mit HCMV (Kamata et al., 1978). 
Bei der Expression der IE-Gene wird das IE1-Gen am aktivsten transkribiert. Es kodiert ein 
nukleäres Protein mit einer Größe von 72 kDa, das wahrscheinlich sowohl auf die virale als 
auch die zelluläre Transkription regulatorischen Einfluss hat (Stenberg et al., 1984). Dieser 
Bereich enthält das potentielle CMV-S/MAR-Element (Wirth, M, unpublished; vgl. Kriterien 
Abschnitt 3.1.1). 
 
Der Aufbau der Region um das IE1-Gen wurde von Hennighausen und Fleckenstein (1986) 
beschrieben (Abb. 2-7). Stromaufwärts des Promotors des IE1-Gens (nt -780 bis -610) 
befinden sich vier hochaffine Bindestellen für den nukleären Faktor 1 (nuclear factor 1, NF1). 
Eine zusätzliche, stärkere NF1-Bindestelle ist im ersten Intron des IE1-Gens (nahe nt +350) 
vorhanden. NF1 ist ein Transkriptionsfaktor und kommt in einer großen Anzahl von Spezies 
vor (Nowock et al., 1985). Das Protein bindet als Homodimer eine Konsensussequenz 
doppelsträngiger DNA (de Vries et al., 1987) mit hoher Affinität, sofern diese nicht in einem 
Nukleosom verpackt ist (Pina et al., 1990; Blomquist et al., 1996). Die DNA-Bindedomäne ist 
hoch konserviert (Blomquist et al., 1999). 
Die Affinitäten der NF1-Bindestellen in der Promotor-Region des IE1-Gens wurden relativ 
zueinander wie folgt bestimmt: V > I > II, III, IV (Hennighausen und Fleckenstein, 1986). 
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Das potentielle CMV-S/MAR-Element umfasst den Anfangsbereich der Promotor-Region des 
IE1-Gens und die NF1-Bindestellen I – IV und es endet stromaufwärts der potentiellen 
Enhancer-Region. Die Nähe zu einem Enhancer ist eine bei S/MAR-Elementen häufig 
auftretende Eigenschaft (Cockerill und Garrard, 1986a; Gasser und Laemmli, 1986; Cockerill 
et al., 1987). Darüber hinaus werden in einigen viralen Genomen Enhancer für die 





Abb. 2-7: Schematische, nicht proportionale Darstellung der HCMV-IE1-Gen Promotor-Region. 
Beschriftungen: I – V  NF1-Bindestellen, Enhancer  potentielle Enhancer-Region, Start  Transkriptionsstart des 
IE1-Gens, Exon 1  das erste Exon des IE1-Gens, Intron 1  das erste Intron des IE1-Gens. Darstellung basiert auf 
den Daten von Hennighausen und Fleckenstein (1986), GenBank X03922.1. Der Bereich, der das potentielle 
CMV-S/MAR-Element enthält, ist mit einer blauen Linie gekennzeichnet. 
 
2.5.2 Minicircles 
Mit der Entwicklung von pEpi-1 konnten Probleme, die vorher aufgrund der Verwendung 
viraler Proteine bei beispielsweise EBV-basierten Vektoren auftraten, überwunden werden 
(Piechaczek et al., 1999). Ein Nachteil dieser Art von Vektoren ist nach wie vor das 
Vorhandensein prokaryotischer Sequenzen, die für die Produktion der DNA in bakteriellen 
Systemen notwendig sind (Darquet et al., 1997). Diese können vermehrt methyliert werden 
(Garrick et al., 1998) und eine Heterochromatisierung im Bereich des Episoms hervorrufen 
(Nehlsen et al., 2006; Broll et al., 2010). Für die Anwendung in der Gentherapie muss 
darüber hinaus eine mögliche Immunantwort auf die prokaryotische DNA berücksichtigt 
werden, die i.d.R. einen vielfach erhöhten CpG-Anteil aufweist (Klinman et al., 1997; Hodges 
et al., 2004; Al-Dosari und Gao, 2009). Auch S/MAR-basierte Plasmide sind daher nicht 
vollständig zufriedenstellend. Ende der 1990er Jahre wurde deshalb das Konzept des 
‚Minicircles’ entwickelt (Darquet et al., 1997, 1999). Dieser entstand durch ortsspezifische 
Rekombination eines sog. Parentalplasmids und enthielt lediglich eine eukaryotische 
Expressionskassette (Darquet et al., 1997). Die bakteriellen Bestandteile wurden in Form 
des Miniplasmids entfernt. 
Obwohl bereits diese Form des Minicircles zu einer im Vergleich mit dem unrekombinierten 




später eine bedeutende Weiterentwicklung beschrieben. Nehlsen et al. (2006) hatten einen 
auf dem pEpi-Plasmid basierten Minicircle mittels Flp-Rekombination hergestellt, der in 
gängigen Säugerzelllinien ohne Selektionsdruck episomal etabliert werden konnte. Diese 
Minicircle-Generation vereint also die gute bakterielle Produzierbarkeit von gewöhnlichen 
Plasmiden mit der Möglichkeit der episomalen Etablierung von S/MAR-basierten Plasmiden, 
ohne prokaryotische Sequenzen zu enthalten. Die Rekombination kann dabei in Bakterien 
oder im eukaryotischen Expressionssystem selbst durchgeführt werden (Nehlsen et al., in 
Druck). In dieser Arbeit wurden Minicircles in Bakterien mithilfe des Flp/FRT Systems 
(Abschnitt 2.5.2.1) und eines Arabinose-induzierbaren Promotors (Abschnitt 2.5.2.2) 
hergestellt. 
 
Den bakteriellen Minicircle-Herstellungsmöglichkeiten gemeinsam ist die Hürde, den 
Minicircle in reiner Form und in industriell ausreichenden Mengen zu erhalten. Nach der 
Präparation extrachromosomaler DNA aus Bakterien müssen die Minicircle-Moleküle 
vollständig von den Miniplasmid-Molekülen sowie restlichen Parentalplasmid-Molekülen 
abgetrennt werden. Dies erfordert mindestens einen weiteren Aufreinigungsschritt, der mit 
Verlusten der DNA einhergeht. Darüber hinaus ist die Rekombination oftmals nicht 
vollständig, wodurch die Minicircle-Ausbeute zusätzlich geschmälert wird. 
In der Vergangenheit wurden für die Minicircle-Produktion bereits die Rekombinasen Cre 
(Bigger et al., 2001) und Flp (Nehlsen et al., 2006; Broll et al., 2010), die Phagen-Integrasen 
λ (Darquet et al., 1997; Kreiss et al., 1998) und ΦC31 (Chen et al., 2005; Yoon et al., 2009) 
sowie die ParA-Resolvase (Mayrhofer et al., 2008) eingesetzt. Erst Letztere genügt in 
Kombination mit einer Hochleistungsaffinitätschromatographie jedoch durch eine nahezu 
vollständige Rekombination (Effizienz > 99,5 %) und eine Minicircle-Reinheit von mehr als 
98,5 % industriellen Ansprüchen und stellt damit einen Meilenstein der Minicircle-Produktion 
dar (RBPS-Technologie; Mayrhofer et al., 2008; Fa. Plasmid Factory). Für die 
chromatographische Aufreinigung sind im Minicircle sich wiederholende, modifizierte, sog. 
LacOs-Sequenzen des bakteriellen Laktose-Operators enthalten, die mit dem Repressor des 
Operons (LacI) mit hoher Affinität reversibel interagieren (Mayrhofer et al., 2008). 
Weitere Ansätze für eine verbesserte Minicircle-Herstellung basieren auf dem Prinzip des 
‚selbstzerstörenden Plasmids’, indem Miniplasmid und Parentalplasmid nach der 
Rekombination mittels Restriktion in situ linearisiert und von bakteriellen DNasen abgebaut 
werden (Chen et al., 2005; Yoon et al., 2009). Dies könnte einen Aufreinigungsschritt sparen 
und dadurch die Minicircle-Ausbeute erhöhen. Zusammengefasst ist die Herstellung von 
Minicircles im großen Maßstab jedoch eine Herausforderung, die deren Einsatz in Industrie 
und Gentherapie bis heute einschränkt. 
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2.5.2.1 Das Flp/FRT-System 
Für die Herstellung pEpi-basierter Minicircles wurde in der Vergangenheit sowie in der 
vorliegenden Arbeit auf das Flp/FRT-System zurückgegriffen (Nehlsen et al., 2006). 
Gegenüber der Cre-Rekombinase (Hoess und Abremski, 1985; Bigger et al., 2001) und 
φC31-Integrase (Thorpe und Smith, 1998; Chen et al., 2003), die ebenfalls für die Minicircle-
Herstellung verwendet werden können, bietet die Flp-Rekombinase Vorteile. 
Die von der Cre-Rekombinase erkannte sog. loxP-Sequenz (34 bp) besteht aus zwei 
invertierten Sequenzwiederholungen von je 13 bp Länge und einem Spacer (8 bp) (Hoess 
und Abremski, 1985). Die Rekombinase ist in Säugerzellen aktiv, kann jedoch mit 
genomischen Pseudo-loxP-sites interagieren (Schmidt et al., 2000; Thyagarajan et al., 
2000), wodurch die in situ-Herstellung des Minicircles erschwert wird. 
Die Erkennungsstellen der Flp-Rekombinase (FRT-sites) bestehen ebenfalls aus zwei 
invertierten Sequenzwiederholungen (je 13 bp) und einem 8 bp langen Spacer. Zusätzlich 
besitzen sie eine dritte Sequenzwiederholung, die je nach Anwendung benötigt wird oder 




Abb. 2-8: Aufbau der FRT-site für die Rekombination mittels Flp-Rekombinase (modifiziert nach Turan et al., 
2010). 
 
Die Effizienz einer verbesserten, temperaturstabilen Flp-Variante (Flpe; Buchholz et al., 
1998) ist noch immer geringer als die der Cre-Rekombinase (Andreas et al., 2002). Erst 
durch die Herstellung der in Säugerzellen aktiven, sog. Flpo-Variante konnte eine mit Cre 
vergleichbare Rekombinationseffizienz erreicht werden (Raymond und Soriano, 2007). Die 
Vorteile, die Flp gegenüber Cre auszeichnen, betreffen daher weniger deren Effizienz, 
sondern vielmehr erweiterte Anwendungsmöglichkeiten von Minicircles. Durch Mutation der 
Spacer-Sequenz lassen sich heterospezifische FRT-sites herstellen (Turan et al., 2010), die 
wegen ihrer Länge ein Leseraster nicht verändern (48 bp). Aufgrund des eukaryotischen 
Ursprungs der Flp sollte sie zudem im Chromatinkontext optimal funktionieren (Schübeler et 
al., 1998; Turan et al., 2010). Die hohe Spezifität, die auch mit heterospezifischen FRT-sites 
erreicht weren kann, eröffnet Möglichkeiten der Verknüpfung von episomalen Systemen wie 
pEpi-1 und Minicircles mit den Prinzipien des RMCE. So könnte ein etabliertes Episom durch 




ausgewählten Zeitpunkt in das Säugergenom integrieren oder sie entfernen (Nehlsen et al., 
in Druck). An diesem Punkt wird ein Nachteil der φC31-Integrase deutlich, da sie die 
Erkennungsstellen nach der Rekombination verändert, so dass diese nicht mehr verwendet 
werden können (Groth et al., 2000). Die Verwendung des Flp/FRT-Systems hat demnach 
insbesondere zukunftsorientierte Gründe. 
 
2.5.2.2 Arabinose-Induktion – das pBAD-System 
Der Arabinose-induzierbare Promotor pBAD (bzw. araBAD) des L-Arabinose-Operons von       
E. coli wird sowohl positiv als auch negativ durch das Protein AraC reguliert (Ogden et al., 
1980; Abb. 2-9). 
 
 
Abb. 2-9: Positive und negative Regulation des pBAD-Promotors durch AraC (modifiziert nach Invitrogen, 
pBAD expression system). 
In Abwesenheit von L-Arabinose bindet das AraC-Dimer die regulatorischen Sequenzen O2 und I1 und der pBAD-
Promotor ist reprimiert. Bei Zugabe von L-Arabinose bindet AraC an beide I-Sequenzen. Dies führt zu der 
Aktivierung des pBAD-Promotors. 
 
In Abwesenheit von L-Arabinose bindet AraC die regulatorischen Sequenzen O2 und I1, was 
zu einer Schleifenbildung der DNA und der Repression des pBAD-Promotors führt (Lobell 
und Schleif, 1990). Wenn AraC mit L-Arabinose interagiert, wird diese Schleife aufgelöst und 
der pBAD-Promotor aktiviert (Lobell und Schleif, 1990; Soisson et al., 1997). Für eine 
maximale Induktion sollte darüber hinaus ein Komplex aus cAMP activator protein (CAP) und 
cAMP mit der DNA interagieren, da dies die Bindung von AraC an die I-Stellen verstärkt 
(Invitrogen, pBAD expression systems). 
Basale Expressionslevel des pBAD-Promotors können durch die Zugabe von Glukose zu 
dem Kulturmedium verringert werden, da diese den cAMP-Spiegel senkt (Miyada et al., 
1984; Guzman et al., 1995). Insbesondere für die Produktion toxischer Proteine ist diese 
Maßnahme sinnvoll und notwendig (Guzman et al., 1995). 
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2.6 Zielsetzung der Arbeit 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Einflusses pEpi-basierter 
Minicircles und eines neuartigen, potentiallen S/MAR-Elements auf die transiente 
Genexpression in adhärenten HEK293-Zellen. 
Die Identität des potentiallen CMV-S/MAR-Elements sollte zunächst mittels bioinformatischer 
Analyse (SIDD und MAR-Wiz) bestätigt werden. PEpi-basierte Minicircles sollten im 
Vergleich zu den entsprechenden Parentalplasmiden hinsichtlich der Expressionshöhe 
zweier unterschiedlicher Reporter (Gaussia Luciferase und d2EGFP) in der transienten 
Phase untersucht werden. Damit sollte gezeigt werden, ob Minicircles bei der transienten 
Genexpression gegenüber vollständigen Plasmiden Vorteile bieten. Die Wirkung der 
potentiellen CMV-S/MAR sollte in diesem Zusammenhang mit dem bekannten M18-S/MAR-
Element (Broll et al., 2010) sowie S/MAR-freien Kontrollen verglichen werden. Der Einfluss 
der CMV-S/MAR auf die Expression in zwei kommerziell erhältlichen Plasmiden (pCMV-
GLuc der Fa. New England Biolabs; Abwandlung des Plasmids pd2EGFP-Basic der Fa. 
Clontech) sollte sowohl stromaufwärts des Reportergens (analog zu pEpi) als auch 
stromabwärts des verwendeten CMV-Promotors untersucht werden. 
Für die Produktion ausreichender Minicircle-Mengen für den Labormaßstab sollte ein 










  Ergebnisse 
 
   
53
3. Ergebnisse 
3.1 Vergleich des CMV- und des M18-S/MARs mit bioinformatischen Methoden 
3.1.1 Identität des CMV-S/MAR-Elements 
Das M18-S/MAR-Element wurde in der Vergangenheit hinsichtlich seiner Eigenschaften 
untersucht und ließ sich eindeutig als S/MAR identifizieren (Broll et al., 2010). Dieser Beweis 
wurde für das potentielle CMV-S/MAR-Element bisher nicht erbracht, jedoch gab es 
Hinweise auf eine S/MAR-Identität (Wirth, M., unpublished). 
Im Allgemeinen erweist sich die Vorhersage einer S/MAR als schwierig, da keine 
Konsensussequenzen oder gemeinsamen Motive existieren (Ludérus et al., 1994). Neben 
der experimentellen Analyse gibt es bioinformatische Ansätze, die die Identität eines S/MAR-
Elements voraussagen sollen bzw. Hinweise auf das Vorliegen eines S/MAR-Elements 
geben können. 
 
Für die bioinformatische Analyse der CMV-S/MAR wurden in dieser Arbeit zwei Methoden 
angewandt, mit deren Hilfe die S/MAR-Identität belegt werden sollte: ein Struktur-
Vorhersageprogramm (stress-induced duplex destabilization; SIDD) und ein Sequenz-Motiv-
orientiertes Programm (MAR-Wiz). 
Anhand eines SIDD-Profils lässt sich die Destabilisierung einer Region in einem zirkulären 
DNA-Molekül unter Stress voraussagen (σ = -0,05). Sowohl die durchschnittliche 
Wahrscheinlichkeit p (x) für eine Duplexöffnung als auch die inkrementelle freie Energie               
G (x), die für die Trennung eines Basenpaares an der Position x benötigt wird, werden 
berechnet (Benham, 1993). Charakteristisch für S/MARs ist eine deutliche Destabilisierung, 
die sich im SIDD-Profil durch negative Peaks zeigt (Kohwi-Shigematsu und Kohwi, 1990; 
Benham et al., 1997; s. Abschnitt 2.2.3.2). 
Ergänzend zur SIDD-Analyse durchsucht das Programm MAR-Wiz DNA-Sequenzen auf der 
Basis mehrerer Kriterien, die auf die Identität einer S/MAR hinweisen können. Werden die 
Ergebnisse beider Analysemethoden ergänzend betrachtet, so führt dies zu einer 
bioinformatisch gesicherten Aussage, ob ein S/MAR-Element vorliegt oder nicht (vgl. dazu 
Goetze, 2003). 
 
Die vollständigen SIDD-Profile der beiden Minicircles MCd-CMV (mit CMV-S/MAR) und MCd-
M18 (mit M18-S/MAR) sind in Abb. 3-1 (b und e) dargestellt. Zusätzlich wurde der 
Ausschnitt, der nur das jeweilige S/MAR-Element enthält, für einen genaueren Vergleich 
vergrößert (Abb. 3-1 a und d). Das MAR-Potential beider Minicircles ist unter den SIDD-








Abb. 3-1: Vergleich des CMV- und des M18-S/MAR-Elements im SIDD- und im MAR-Profil. 
Die Sequenzen der Minicircles MCd-CMV und MCd-M18 (Bezeichnung entsprechend Abb. 3-8, S. 65) wurden 
mittels SIDD (http://orange.genomecenter.ucdavis.edu/benham/sidd/) und MAR-Wiz (http://genomecluster. 
secs.oakland.edu/marwiz/) analysiert. Dargestellt sind die SIDD-Profile beider Minicircles (G (x) in Abhängigkeit 
von der Position im MC) für die vollständige Sequenz bzw. das jeweilige S/MAR-Element und die MAR-
Wahrscheinlichkeit (MAR-Potential in Abhängigkeit von der Position im MC). Schematisch sind über den beiden 
vollständigen Profilen die dazugehörigen funktionellen Elemente des MCs angegeben: GFP  d2EGFP-Gen, pA  
SV40 PolyA-site, PCMV  CMV-Promotor, CMV  CMV-S/MAR, M18  M18-S/MAR. Auf die Darstellung der FRT-sites 
wurde für eine bessere Übersicht verzichtet. (a) S/MAR-Ausschnitt des SIDD-Profils von MCd-CMV, (b) SIDD-
Profil des Minicircles MCd-CMV, (c) MAR-Potential des Minicircles MCd-CMV; (d) S/MAR-Ausschnitt des SIDD-
Profils von MCd-M18, (e) SIDD-Profil des Minicircles MCd-M18, (f) MAR-Potential des Minicircles MCd-M18. In 
den Abbildungen (b) und (e) wurden die Peaks von unpairing elements (UEs) nummeriert. 
 
Die SIDD-Profile (Abb. 3-1 b und e) zeigen für den Bereich des CMV- bzw. des M18-S/MAR-
Elements eine deutliche Destabilisierung (Peaks mit G (x) < 2). Bei beiden S/MARs gibt es 
drei starke Minima (Abb. 3-1 b und e, Peaks 1 – 6). Je nach Interpretation könnten die 
Minima 2 und 3 allerdings zu einem Peak zusammengefasst werden, wohingegen das 
(a)       (d) 
(b)       (e) 
(c)       (f) 
MCd-CMV                                                                 MCd-M18 
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Minimum 6 auch zwei Peaks darstellen könnte. In der Gesamtheit betrachtet ist das M18-
S/MAR-Element über die gesamte Länge stärker destabilisiert als das CMV-S/MAR-Element               
(Abb. 3-1 a und d). Eine gewisse Periodizität der unpairing elements (UEs; Minima 1 – 6) ist 
bei beiden S/MAR-Elementen zu erkennen (vgl. Bode et al., 2003, 2006). 
Der Einfluss der jeweiligen S/MAR auf die restliche Sequenz der beiden Minicircles ist 
ebenfalls sichtbar (Abb. 3-1 b und e). Die Polyadenylierungsstelle und der CMV-Promotor 
sind im Minicircle mit CMV-S/MAR stärker destabilisiert als im Minicircle mit M18-S/MAR. 
Die Analyse der Minicircle-Sequenzen mit MAR-Wiz (Abb. 3-1 c und f) ergibt sowohl für das 
CMV-S/MAR- als auch das M18-S/MAR-Element ein Maximum des MAR-Potentials. 
Zusammen mit dem Ergebnis der SIDD-Analyse konnte somit gezeigt werden, dass es sich 
bei der als ‚CMV-S/MAR’ bezeichneten Sequenz tatsächlich um ein S/MAR-Element handelt. 
 
Das SIDD-Profil der gesamten Promotor-Region des IE1-Gens des humanen 
Zytomegalievirus ist in Abb. 3-2 dargestellt. Im ursprünglichen Kontext des Virusgenoms 
sowie im Minicircle (Abb. 3-1 a) ist das Destabilisierungsverhalten des CMV-S/MAR-
Elements nahezu identisch. Das Wahrscheinlichkeitsprofil p (x) verdeutlicht darüber hinaus, 
dass die Bindestellen II bis IV des nukleären Faktors 1 (NF1) mit den Sequenzen 




Abb. 3-2: Destabilisierung der HCMV-IE1-Gen Promotor-Region. 
Dargestellt sind das SIDD-Profil G (x) der IE1 Promotor-Region des humanen Zytomegalievirus sowie die 
Wahrscheinlichkeit einer Strangtrennung p (x). Das SIDD-Profil des CMV-S/MAR-Elements ist zusätzlich 
vergrößert angegeben (s. grauen Kasten). Die NF1-Bindestellen sind in rot eingezeichnet und mit I – V markiert. 




3.1.2 Vergleich des S/MAR-Einflusses auf die verwendeten d2EGFP-Vektoren 
Um den Einfluss beider S/MARs auf die Destabilisierung in den verwendeten Minicircles und 
Parentalplasmiden näher zu untersuchen, wurden für die sechs Minicircles und 
Parentalplasmide mit dem Reporter d2EGFP jeweils SIDD-Profile erstellt (Abb. 3-3). 
 
Vergleich MC / PP (Abb. 3-3 a – c): 
Die SIDD-Profile jedes Minicircles wurden mit dem Profil des korrespondierenden 
Parentalplasmids in einer Grafik zusammengefasst, um Unterschiede zu verdeutlichen              
(Abb. 3-3 a – c). Insbesondere die Polyadenylierungsstelle kann hier als interner Standard 
herangezogen werden. 
Im Minicircle ohne S/MAR (Abb. 3-3 a) ist der Bereich der PolyA-Stelle und des CMV-
Promotors destabilisiert, im entsprechenden Parentalplasmid hingegen kaum bzw. gar nicht. 
Ein starker negativer Peak ist beim Parentalplasmid im Anfangsbereich des 
Replikationsursprungs sichtbar. 
Die Unterschiede zwischen Minicircle und Parentalplasmid mit CMV-S/MAR sind vor allem in 
der S/MAR-Region ausgeprägt (Abb. 3-3 b). Im Parentalplasmid ist im Bereich der CMV-
S/MAR nur ein deutlicher, negativer Peak vorhanden (G (x) < 4). Der Minicircle enthält in 
dieser Region zwei bis drei Peaks, die darüber hinaus teilweise stärker destabilisiert sind                      
(G (x) < 2). Die Polyadenylierungsstelle ist im Minicircle ebenfalls deutlicher destabilisiert als 
im Parentalplasmid (G (x) ~ 4 (MC), ~ 8 (PP) ). 
Im Minicircle mit M18-S/MAR ist sowohl die Destabilisierung der PolyA-Stelle als auch der 
S/MAR stärker als im entsprechenden Parentalplasmid (Abb. 3-3 c). Die Unterschiede 
zwischen Minicircle und Parentalplasmid sind in dieser Konstellation allerdings geringer 
ausgeprägt als bei den beiden CMV-S/MAR-Vektoren. 
 
Vergleich der Minicircles untereinander (Abb. 3-3 d, f, h): 
Sowohl die Polyadenylierungsstelle als auch der CMV-Promotor sind im Minicircle ohne 
S/MAR deutlicher destabilisiert als im Minicircle mit CMV-S/MAR und im Minicircle mit M18-
S/MAR (Abb. 3-3 d, f, h). Letzterer zeigt in beiden genannten Regionen die geringste (PolyA) 
bis gar keine (PCMV) Destabilisierung. 
Wie bereits erwähnt ist die S/MAR-Region beim M18-S/MAR-Element stärker destabilisiert 
als jene beim CMV-S/MAR-Element. Beide bilden im jeweiligen Minicircle jedoch den Ort der 
wahrscheinlichsten Strangöffnung (Wahrscheinlichkeitsprofile nicht gezeigt). 
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Abb. 3-3: SIDD-Profile der verwendeten Minicircles und Parentalplasmide mit dem Reporter d2EGFP. 
(Bildunterschrift auf der folgenden Seite) 
 
(a) Profil MCd-w/o und 
PPd-w/o überlagert 
(b) Profil MCd-CMV und 
PPd-CMV überlagert 

















Abb. 3-3: SIDD-Profile der verwendeten Minicircles und Parentalplasmide mit dem Reporter d2EGFP. 
Dargestellt sind die SIDD-Profile (G (x) in Abhängigkeit von der Position im MC bzw. PP) der drei Minicircles MCd-
w/o, MCd-CMV und MCd-M18 sowie der drei Parentalplasmide PPd-w/o, PPd-CMV und PPd-M18 (Bezeichnung 
entsprechend Abb. 3-8, S. 65). Schematisch sind über jedem Profil die dazugehörigen funktionellen Elemente des 
MCs bzw. des PPs angegeben: GFP  d2EGFP-Gen, pA  SV40 PolyA-site, PCMV  CMV-Promotor, CMV  CMV-
S/MAR, M18  M18-S/MAR, Amp  Ampicillinresistenz, pUC  Replikationsursprung (pUC). Auf die Darstellung der 
FRT-sites wurde für eine bessere Übersicht verzichtet. (a) SIDD-Profile des MCs und des PPs ohne S/MAR 
überlagert (MC in rosa, PP in blau); (b) SIDD-Profile des MCs und des PPs mit CMV-S/MAR überlagert (MC in 
rosa, PP in blau); (c) SIDD-Profile des MCs und des PPs mit M18-S/MAR überlagert (MC in rosa, PP in blau);          
(d) SIDD-Profil des MCs ohne S/MAR; (e) SIDD-Profil des PPs ohne S/MAR; (f) SIDD-Profil des MCs mit CMV-
S/MAR; (g) SIDD-Profil des PPs mit CMV-S/MAR; (h) SIDD-Profil des MCs mit M18-S/MAR; (i) SIDD-Profil des 
PPs mit M18-S/MAR. 
 
 
Vergleich der Parentalplasmide untereinander (Abb. 3-3 e, g, i): 
In Bezug auf die Polyadenylierungsstelle ähneln sich die Profile des Parentalplasmids ohne 
S/MAR und mit CMV-S/MAR (G (x) ~ 8). Im Parentalplasmid mit M18-S/MAR ist diese 
Region hingegen kaum destabilisiert. 
Das CMV-S/MAR-Element weist im Parentalplasmid (tiefstes UE: G (x) = 2 – 4) eine deutlich 
geringere Destabilisierung auf als das M18-S/MAR-Element (tiefstes UE: G (x) < 0)                        
(Abb. 3-3 g und i). Dies hat auch Auswirkungen auf die Wahrscheinlichkeitsprofile p (x) 
(Daten nicht gezeigt). Die wahrscheinlichste Strangöffnung passiert im PPd-CMV am pUC-




Anhand der bioinformatischen Analyse des CMV-S/MAR-Elements konnte die S/MAR-
Identität nachgewiesen werden. 
Hinsichtlich der Destabilisierung zeigen die CMV- und die M18-S/MAR Unterschiede, die 
nicht nur die S/MAR-Region selbst betreffen, sondern sich auch auf andere Bereiche der 
zirkulären DNA auswirken. Darüber hinaus weichen die SIDD-Profile der Minicircles partiell 
von denen der Parentalplasmide ab. Ein signifikanter Unterschied zeigt sich bei den CMV-
S/MAR-Vektoren: im Minicircle ist die wahrscheinlichste Strangöffnung in der S/MAR zu 
erwarten, im Parentalplasmid hingegen im pUC-Replikationsursprung. Im Allgemeinen sind 
die für eine Strangtrennung anfälligen Bereiche im Minicircle stärker destabilisiert als im 
korrespondierenden Parentalplasmid. 
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3.2 Bestimmung der Halbwertszeit von Gaussia Luciferase 
Gaussia Luciferase (GLuc) ist ein in den Zellüberstand sekretiertes Protein, das in dieser 
Arbeit für die Transfektionsexperimente zum Vergleich von Minicircles und 
Parentalplasmiden und S/MAR-haltigen mit S/MAR-losen Vektoren verwendet wurde und als 
äußerst stabil gilt. 
Während des Zeitraums der Probenahme sollten möglichst geringe GLuc-Aktivitätsverluste 
auftreten, um die Messungen nicht negativ zu beeinflussen. Die Quantifizierung dieses 
Parameters erfolgte durch Bestimmung der Halbwertszeit der Gaussia Luciferase. 
 
Zur Bestimmung der Halbwertszeit der Gaussia Luciferase wurden GLuc-haltige Überstände 
aus einem vorangegangenen Transfektionsexperiment verwendet. Diese wurden dem 
Überstand von nicht-transfizierten HEK293-Zellen extern zugeführt. Darüber hinaus wurde 
ein GLuc-haltiger Überstand ohne Zellen in einer 24-Loch-Platte über einen Zeitraum von 
sieben Tagen inkubiert (Abb. 3-4). Jeden Tag wurden Proben des Überstands entnommen 




Abb. 3-4: Halbwertszeit der Gaussia Luciferase. 
Bestimmung der Halbwertszeit der Gaussia Luciferase im zentrifugierten Überstand von nicht-transfizierten             
HEK293-Zellen sowie ohne Vorhandensein von Zellen in einer 24-Loch-Platte über einen Zeitraum von einer 
Woche. Dargestellt sind Mittelwerte aus drei Messungen der GLuc-Expression (RLU ⋅ 106) mit Fehlerindikatoren. 
Durch lineare Regression wurden die folgenden Halbwertszeiten bestimmt: HEK293-Ansatz → HWZ 12 bis               
16 Tage; Ansatz ohne Zellen → HWZ ≥ 3 Wochen. 
 
Die Halbwertszeit wurde durch lineare Regression der Messwerte bestimmt. Sie betrug im 
Überstand nicht-transfizierter HEK293-Zellen 12 bis 16 Tage. Die Auswertung der Inkubation 
des GLuc-haltigen Überstandes ohne Zellen ergab eine Halbwertszeit von mindestens drei 
Wochen. Folglich mussten für die angewendeten Messzeiträume, die zwischen ein und drei 




3.3 Optimierung des Transfektionsprotokolls von HEK293-Zellen mit 
Lipofectamine-2000 
Für die Transfektion von Minicircles ist insbesondere die Lipofektion geeignet, da sie nicht 
mit dem superhelikalen Status der DNA interferiert (Broll et al., 2010; vgl. Abschnitt 2.3.2). 
Darüber hinaus konnte Hansen (2001) zeigen, dass sich bei Transfektion adhärenter 
HEK293-Zellen Lipofectamine-2000 eignet, um hohe Transfektionseffizienzen zu erzielen. 
Dies war daher in der vorliegenden Arbeit die Methode der Wahl. 
 
Eine Optimierung des Protokolls für die Transfektion von HEK293-Zellen war notwendig. Die 
Herstellerfirma Invitrogen schlägt für eine 24-Loch-Platte eine zu transfizierende Menge von 
800 ng DNA und 2 µg Lipofectamine-2000 je Loch vor. Die in dieser Arbeit erhaltenen 
Minicircle-Ausbeuten waren allerdings weitaus geringer. Daher musste das Protokoll für 
geringe Mengen transfizierter DNA optimiert werden. Dies erfolgte in mehreren Schritten und 
aufgrund von Minicircle-Limitierungen unter Verwendung eines Parentalplasmids. 
 
3.3.1 Erster Optimierungsschritt: DNA-Konzentrationsreihe 
Zuerst einmal wurden unterschiedliche Mengen (20 ng bis 800 ng) des Parentalplasmids 
pEpi-CMVMAR_d2EGFP (PPd-CMV gemäß Abb. 3-8, S. 65) mit 2 µg LF-2000 je Ansatz 
transfiziert. Eine Übersicht der Transfektionsansätze ist in Tab. 3-1 aufgeführt. 
 
Tab. 3-1: DNA-Konzentrationsreihe zur Optimierung des LF-2000-Transfektionsprotokolls für HEK293-
Zellen in 24-Loch-Platten mit variablem DNA:LF-2000-Verhältnis. 
Eine Übersicht der Ansätze für den ersten Schritt der Optimierung des LF-2000-Transfektionsprotokolls für 
HEK293-Zellen ist dargestellt. Das Parentalplasmid pEpi-CMVMAR_d2EGFP (PPd-CMV gemäß Abb. 3-8, S. 65) 
wurde in unterschiedlichen Mengen transfiziert. Angegeben ist zum besseren Verständnis auch die 
entsprechende molare Menge des Plasmids. Die eingesetzte LF-2000-Menge je Transfektionsansatz war 
konstant (2 µg gemäß Protokoll Fa. Invitrogen). 
 
Ansatz Nr. DNA-Menge [ng] DNA-Menge [fmol] 
A 800 223 
B 600 168 
C 400 112 
D 200 56 
E 100 28 
F 50 14 
G 20 6 
 
 
Die durchflusszytometrische Messung erfolgte drei Tage nach der Transfektion (Abb. 3-5). 
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Abb. 3-5: DNA-Konzentrationsreihe zur Optimierung des LF-2000-Transfektionsprotokolls für HEK293-
Zellen in 24-Loch-Platten mit variablem DNA:LF-2000-Verhältnis. 
Das Parentalplasmid pEpi-CMVMAR_d2EGFP (PPd-CMV) wurde in unterschiedlichen Mengen transfiziert                  
(800 ng bis 20 ng, Ansätze A bis G entsprechend Tab. 3-1, S. 60). Dargestellt sind der Anteil d2EGFP-
exprimierender Zellen (% Gated, a) sowie die mittlere Expression (X Mean, b) aller exprimierenden Zellen. Die 
durchflusszytometrische Messung erfolgte drei Tage nach der Transfektion (3 d). 
 
Gemäß Abb. 3-5 lag das Optimum der transfizierten Menge des Parentalplasmids PPd-CMV 
bezüglich des Anteils d2EGFP-exprimierender Zellen bei 400 ng DNA, bezüglich der 
mittleren Expression bei 200 ng bis 400 ng DNA. Eine Verringerung der transfizierten DNA-
Menge auf 20 ng (entsprechend 6 fmol) führte zu großen Verlusten beim Anteil 
exprimierender Zellen (25 % → 5 %). Die Auswirkungen auf die mittlere Expression waren 
geringer (etwa Halbierung des X Mean-Wertes). 
Insgesamt stellte sich heraus, dass die für die Expressionsanalysen angestrebte Menge von 
etwa 28 fmol bis 56 fmol transfizierter Plasmid-DNA (Abb. 3-5, Ansätze E und D 
entsprechend) im Hinblick auf beide Messparameter (% Gated und X Mean) verglichen mit 
den optimalen Bedingungen vertretbar war. 
 
3.3.2 Zweiter Optimierungsschritt: Konstantes DNA:LF-2000-Verhältnis 
Das Verhältnis aus transfizierter DNA und Lipofectamine-2000 war im vorherigen Schritt bei 
jedem Ansatz unterschiedlich. Daher sollte nun der Einfluss einer Anpassung der LF-2000-













                               (a)                            (b)     
 




Tab. 3-2: DNA-Konzentrationsreihe zur Optimierung des LF-2000-Transfektionsprotokolls für HEK293-
Zellen in 24-Loch-Platten mit konstantem DNA:LF-2000-Verhältnis. 
Eine Übersicht der Ansätze für den zweiten Schritt der Optimierung des LF-2000-Transfektionsprotokolls für 
HEK293-Zellen ist dargestellt. Das Parentalplasmid PPd-CMV wurde in unterschiedlichen Mengen transfiziert. 
Angegeben ist zum besseren Verständnis auch die entsprechende molare Menge des Plasmids. Die eingesetzte 
LF-2000-Menge je Transfektionsansatz wurde angepasst, so dass ein konstantes DNA:LF-2000-Verhältnis von 
0,4 ng/ng beibehalten wurde. 
 
Ansatz Nr. DNA-Menge [ng] DNA-Menge [fmol] LF-2000-Menge [µg] 
H 600 168 1,5 
I 400 112 1 
J 200 56 0,5 
K 100 28 0,25 
L 50 14 0,125 
M 20 6 0,05 
 
 
Eine Anpassung des DNA:LF-2000-Verhältnisses mit einhergehender Verringerung der 
Lipofectamine-2000-Menge erwies sich nicht als sinnvoll (Abb. 3-6). Der Anteil d2EGFP-
exprimierender Zellen sowie die mittlere Expression zeigten eine starke Abhängigkeit von 
der für die Transfektion eingesetzten LF-2000-Menge (bis zu 98 % Abnahme). 
 
               
 
Abb. 3-6: DNA-Konzentrationsreihe zur Optimierung des LF-2000-Transfektionsprotokolls für HEK293-
Zellen in 24-Loch-Platten mit konstantem DNA:LF-2000-Verhältnis. 
Das Parentalplasmid PPd-CMV wurde in unterschiedlichen Mengen transfiziert (600 ng bis 20 ng, Ansätze H bis 
G entsprechend Tab. 3-2, S.62). Dargestellt sind der Anteil d2EGFP-exprimierender Zellen (% Gated, a) sowie 
die mittlere Expression (X Mean, b) aller exprimierenden Zellen. Die durchflusszytometrische Messung erfolgte 
drei Tage nach der Transfektion (3 d). 
 
3.3.3 Dritter Optimierungsschritt: Erhöhung der eingesetzten LF-2000-Menge 
Da geringere LF-2000-Konzentrationen zu Expressionsverlusten führten, sollte der Einfluss 
einer erhöhten LF-2000-Menge auf die d2EGFP-Expression getestet werden. Dazu wurden 
je vier verschiedene Mengen des Parentalplasmids PPd-CMV mit jeweils vier 
unterschiedlichen Mengen LF-2000 transfiziert (Tab. 3-3). Zusätzlich erfolgte eine 
Transfektion mit dem Minicircle MCpEpi-CMVMAR_d2EGFP (MCd-CMV, Abb. 3-8, S. 65) 





                                    (a)               (b)     
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Tab. 3-3: DNA-Konzentrationsreihe zur Optimierung des LF-2000-Transfektionsprotokolls für HEK293-
Zellen in 24-Loch-Platten mit erhöhter LF-2000-Menge. 
Eine Übersicht der Ansätze für den dritten Schritt der Optimierung des LF-2000-Transfektionsprotokolls für 
HEK293-Zellen ist dargestellt. Das Parentalplasmid PPd-CMV wurde in unterschiedlichen Mengen transfiziert. 
Angegeben ist zum besseren Verständnis auch die entsprechende molare Menge des Plasmids. Es wurden 
zusätzlich jeweils vier verschiedene Mengen LF-2000 je Transfektionsansatz eingesetzt. Ansatz Q beinhaltet die 
Transfektion des Minicircles MCd-CMV (50 ng). 
 
Ansatz-Nr. DNA-Menge [ng] DNA-Menge [fmol] LF-2000-Menge [µg] 
A 400 112 2,0 
B 200 56 2,0 
C 100 28 2,0 
D 50 14 2,0 
E 400 112 2,5 
F 200 56 2,5 
G 100 28 2,5 
H 50 14 2,5 
I 400 112 3,0 
J 200 56 3,0 
K 100 28 3,0 
L 50 14 3,0 
M 400 112 3,5 
N 200 56 3,5 
O 100 28 3,5 
P 50 14 3,5 
Q (MC) 50 30 2,0 
 
 
Für transfizierte DNA-Mengen von 50 ng bis 100 ng hatte eine Erhöhung der LF-2000-
Menge auf mehr als 2 µg gemäß Abb. 3-7 kaum einen Einfluss auf den Anteil exprimierender 
Zellen und die mittlere Expression. 
Erst bei einer Transfektion von 200 ng bzw. 400 ng konnte mit einer Erhöhung der LF-2000-
Menge auf 2,5 µg oder 3 µg ein höherer Anteil d2EGFP-exprimierender Zellen erreicht 
werden (Abb. 3-7 a). Auch die mittlere Expression konnte leicht gesteigert werden               
(Abb. 3-7 b). 
Für die in dieser Arbeit einzusetzenden, geringen DNA-Mengen war der positive Einfluss 
einer höheren LF-2000-Menge auf die Expression zu gering, als dass sie den höheren 
Kostenfaktor des Transfektionsreagenzes rechtfertigen konnten. 
 
Der Anteil d2EGFP-exprimierender Zellen sowie die mittlere Expression waren drei Tage 
nach der Transfektion beim Minicircle MCd-CMV (Ansatz Q) höher als beim Parentalplasmid-
Ansatz mit gleicher Massenmenge (50 ng, 14 fmol) und gleicher molarer Menge (100 ng,                
28 fmol) (Abb. 3-7). Zudem war die mittlere Expression von 30 fmol transfiziertem Minicircle 








                   
 
                 
 
Abb. 3-7: DNA-Konzentrationsreihe zur Optimierung des LF-2000-Transfektionsprotokolls für HEK293-
Zellen in 24-Loch-Platten mit erhöhter LF-2000-Menge. 
Das Parentalplasmid PPd-CMV wurde in unterschiedlichen Mengen transfiziert (50 ng bis 400 ng, Ansätze 
entsprechend Tab. 3-3, S.63). Dargestellt sind der Anteil d2EGFP-exprimierender Zellen (% Gated, a und c) 
sowie die mittlere Expression (X Mean, b und d) aller exprimierenden Zellen. Die Messung erfolgte drei Tage 
nach der Transfektion (3 d). (a) und (b): Zusammenfassung gleicher LF-2000-Mengen, Darstellung in 
Abhängigkeit von der transfizierten DNA-Menge; (c) und (d): Zusammenfassung gleicher DNA-Mengen, 
Darstellung in Abhängigkeit von der für die Transfektion eingesetzten LF-2000-Menge. Die Transfektion des 
Minicircles MCd-CMV (50 ng DNA, 2 µg LF-2000) ist jeweils gesondert angegeben (blaues Dreieck). 
 
 
Die Ergebnisse der drei Optimierungsschritte lassen sich wie folgt zusammenfassen: 
(1) Die Transfektion von geringen Plasmid-DNA-Mengen (< 56 fmol), verglichen mit den 
Standardangaben des Invitrogen-Protokolls für die Verwendung von Lipofectamine-2000 
(800 ng), war möglich und führte zu einer für die kommenden Expressionsanalysen 
ausreichenden Expression des Reportergens. 
(2) Der erste Vergleich des CMV-S/MAR-enthaltenden Minicircles mit dem 
korrespondierenden Parentalplasmid (vgl. Abb. 3-7), zeigte bezüglich der mittleren 
Expression drei Tage nach der Transfektion eine deutliche Überlegenheit des Minicircles 
(mehr als 100 %) gegenüber dem Parentalplasmid. 
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3.4 Vergleiche von Minicircles und Parentalplasmiden in der transienten 
Expressionsphase 
3.4.1 Experimentelles Set-Up 
Insgesamt wurden sowohl für das Reportergen Gaussia Luciferase (GLuc) als auch für 
destabilized EGFP (d2EGFP) jeweils drei Minicircles und drei Parentalplasmide 




Abb. 3-8: Schematische Darstellung der für die Expressionsanalysen verwendeten Minicircles und 
Parentalplasmide. 
Die für die Expressionsanalysen verwendeten Minicircles und Parentalplasmide sind schematisch und in linearer 
Form dargestellt. Die enthaltenen Elemente der Expressionseinheit sind: [CMV-Promotor (PCMV)] – [FRT-site] – 
[Reportergen (GLuc oder d2EGFP)] – ([S/MAR]) – [PolyA-site]. Das Rückgrat (RG) ist nur in den 
Parentalplasmiden enthalten und fehlt bei den Minicircles. Es besteht aus: [CMV-Promotor] – [FRT-site] – 
[Ampicillin-Resistenzgen] – [pUC ori]. 
 
Die Minicircles und Parentalplasmide enthielten entweder das CMV-S/MAR- oder das M18-
S/MAR-Element stromabwärts des Reportergens oder sie enthielten keine S/MAR 
(entsprechende Bezeichnung: MC/PP-CMV, MC/PP-M18, MC/PP-w/o). 
Die Parentalplasmide waren ausschließlich vom pEpi-Vektortyp. Die Minicircles wurden 
basierend auf dem pEpi-Vektortyp in E. coli EL250-Zellen oder basierend auf dem pAIO-
Vektortyp in E. coli XL1 Blue MRF’ hergestellt. 
Von allen DNA-Molekülen wurde die dominant vorherrschende supercoiled Form aus einem 
Agarosegel mittels QIAquick Gel Extraction Kit (Fa. Qiagen) aufgereinigt und für die 
Transfektion verwendet. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte ausschließlich 
densitometrisch und wurde vor jedem neu durchgeführten Experiment wiederholt. Zwischen 
den Experimenten wurden die DNA-Präparationen bei 4 °C gelagert. 
Basierend auf den aus der Optimierung des Transfektionsprotokolls erhaltenen Daten (vgl. 




Qualität der Expressionsvergleiche negativ zu beeinflussen. Aufgrund der geringen 
Abhängigkeit der mittleren d2EGFP-Expression von der transfizierten DNA-Massenmenge 
wurden Parentalplasmide und Minicircles äquimolar (jeweils 46 fmol) transfiziert. Die 
Transfektion der HEK293-Zellen erfolgte in 24-Loch-Platten mittels Lipofectamine-2000          
(2 µg) und wurde teilweise in Duplikaten durchgeführt. Die Massenmengen wurden nicht 
durch Zugabe „neutraler“ DNA zu den Minicircle-Ansätzen angeglichen, da ein Einfluss der 
zusätzlichen DNA auf die Expressionsanalysen nicht ausgeschlossen werden konnte. 
Hinsichtlich erhöhter Transfektionseffizienzen konnte zudem kein positiver Effekt erwartet 
werden (Markus Heine, persönliche Mitteilung). 
 
Eine Übersicht aller Parameter für die Expressionsvergleiche ist in Tab. 3-4 aufgeführt. 
 
Tab. 3-4: Übersicht über die Eigenschaften und Transfektionsparameter der Minicircles und 
Parentalplasmide mit den Reportern GLuc bzw. d2EGFP. 
Zeichenerklärung: + enthalten, - nicht enthalten. 
 
 Reporter GLuc 
 MCG-CMV MCG-M18 MCG-w/o PPG-CMV PPG-M18 PPG-w/o 
Größe [kb] 2,2 2,4 1,7 5,1 5,3 4,6 
CMV-S/MAR d/s GLuc-Gen + - - + - - 
M18-S/MAR d/s GLuc-Gen - + - - + - 
transf. DNA-Menge [fmol] 46 46 46 46 46 46 
transf. DNA-Menge [ng] 67 73 50 154 160 137 
       
       
 Reporter d2EGFP 
 MCd-CMV MCd-M18 MCd-w/o PPd-CMV PPd-M18 PPd-w/o 
Größe [kb] 2,5 2,7 2,0 5,4 5,6 4,9 
CMV-S/MAR d/s GLuc-Gen + - - + - - 
M18-S/MAR d/s GLuc-Gen - + - - + - 
transf. DNA-Menge [fmol] 46 46 46 46 46 46 
transf. DNA-Menge [ng] 77 82 60 164 169 147 
 
 
3.4.2 Bestimmung der Transfektionseffizienz 
In drei unabhängigen Experimenten wurde die Transfektionseffizienz der Minicircles und 
Parentalplasmide mit dem Reporter d2EGFP einen Tag nach der Transfektion bestimmt               
(% Gated 1 d p. T., Abb. 3-9). 
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Abb. 3-9: Transfektionseffizienz von Minicircles und Parentalplasmiden. 
Übersicht der in drei unabhängigen Experimenten (Beschriftung der Abszisse: 1 – 3) bestimmten 
Transfektionseffizienzen für sechs d2EGFP-Vektoren bei äquimolarer Transfektion (46 fmol) von HEK293-Zellen 
in 24-Loch-Platten. Die Messung des Anteils d2EGFP-exprimierender Zellen (% Gated) erfolgte einen Tag nach 
der Transfektion. 
 
Minicircles und Parentalplasmide unterschieden sich nicht systematisch in der 
Transfektionseffizienz (Abb. 3-9): teilweise war die Transfektionseffizienz beim Minicircle, 
teilweise beim Parentalplasmid höher. 
Allerdings senkte das Vorhandensein des CMV-S/MAR-Elements im Vektor die 
Transfektionseffizienz um durchschnittlich etwa 6,5 %. 
 
3.4.3 Anteil d2EGFP-exprimierender Zellen an den Tagen 1 bis 4 p. T. 
Der Anteil exprimierender Zellen (% Gated) wurde im Verlauf der Expressionsstudien nur für 
den Reporter d2EGFP bestimmt (Abb. 3-10). Für den Reporter GLuc war dieser Parameter 
nicht ohne Weiteres zugänglich. 
Die transfizierten HEK293-Zellen wurden an den Tagen 1 bis 4 nach der Transfektion 
durchflusszytometrisch vermessen. Der % Gated-Wert an Tag 1 p. T. entspricht der in dieser 
Arbeit bestimmten Transfektionseffizienz (vgl. 3.4.2). 
 
Die Transfektionseffizienz des CMV-S/MAR-haltigen Minicircles war in dem dargestellten 
Experiment etwa 9 % geringer als die der beiden anderen Minicircles. Bei den 
entsprechenden Parentalplasmiden betrug der Unterschied 4 – 5 % (Abb. 3-10 a, b). 
Der Anteil exprimierender Zellen wurde gemäß Abb. 3-10 bei allen Transfektionsansätzen 
bis Tag 3 innerhalb von jeweils 24 h etwa halbiert (Faktoren 1,7 bis 2,6). Danach blieb der                







                   
 
                        
 
 
Abb. 3-10: Anteil d2EGFP-exprimierender HEK293-Zellen (% Gated) zum Vergleich zwischen Minicircles 
und Parentalplasmiden an den Tagen 1 bis 4 nach der Transfektion. 
Repräsentative Ergebnisse aus zwei unabhängig durchgeführten Experimenten sind dargestellt. HEK293-Zellen 
wurden mit jeweils 46 fmol Vektor-DNA in einer 24-Loch-Platte transfiziert. Vergleichend zusammengefasst sind 
(a) die drei Minicircles, (b) die drei Parentalplasmide, (c) MC und PP ohne S/MAR, (d) MC und PP mit CMV-
S/MAR, (e) MC und PP mit M18-S/MAR. 
 
 
Es konnten keine relevanten Unterschiede zwischen Minicircles und Parentalplasmiden bzw. 
zwischen S/MAR-enthaltenden und S/MAR-losen Vektoren hinsichtlich des Verlaufs des 
Anteils d2EGFP-exprimierender Zellen nachgewiesen werden. 
 
3.4.4 Expressionsvergleich an den Tagen 1 bis 4 p. T. 
Die GLuc- und d2EGFP-Expression der jeweils sechs transfizierten Minicircles und 
Parentalplasmide wurde an den Tagen 1 bis 4 nach der Transfektion von HEK293-Zellen 
gemessen und untereinander verglichen (Abb. 3-11, Abb. 3-13). 
 
Die Daten wurden derart zusammengefasst, dass jeder Minicircle direkt mit dem 
korrespondierenden Parentalplasmid verglichen werden konnte (Abb. 3-11), bzw. es wurde 
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Vergleich der Minicircles und korrespondierenden Parentalplasmide (Abb. 3-11, Abb. 3-12): 
 
 
                      
 
 
                        
 
 
Abb. 3-11: Expressionsvergleich zwischen Minicircles und Parentalplasmiden an den Tagen 1 bis 4 nach 
der Transfektion. 
HEK293-Zellen wurden mit jeweils 46 fmol Vektor-DNA in einer 24-Loch-Platte transfiziert. (a) – (c): 
Repräsentative Ergebnisse der Messung der mittleren Expression (X Mean-Werte) aus zwei unabhängig 
durchgeführten Experimenten. Transfiziert wurden sechs unterschiedliche d2EGFP-Expressionsplasmide (drei 
Minicircles, drei korrespondierende Parentalplasmide); (d) – (f): Dargestellt sind Mittelwerte der GLuc-Expression 
(RLU ⋅ 106) mit Fehlerindikatoren, die in drei unabhängigen Experimenten bestimmt wurden. (Ausnahme: 
Minicircle ohne S/MAR MCG-w/o zwei Experimente). Transfiziert wurden sechs unterschiedliche GLuc-
Expressionsplasmide (drei Minicircles, drei korrespondierende Parentalplasmide). Vergleichend 
zusammengefasst sind (a) und (d): MC und PP ohne S/MAR, (b) und (e): MC und PP mit CMV-S/MAR, (c) und 
(f): MC und PP mit M18-S/MAR. 
 
Die mittlere d2EGFP-Expressionshöhe (X Mean) bei Transfektion von HEK293-Zellen mit 
d2EGFP-Expressionsvektoren wies im Gegensatz zu dem oben dargestellten Anteil 
exprimierender Zellen (Abb. 3-10, S. 67) teilweise deutliche Unterschiede zwischen 
Minicircles und Parentalplasmiden sowie zwischen S/MAR-enthaltenden und S/MAR-losen 
Vektoren auf (Abb. 3-11 a – c). Die Expressionsverläufe der beiden verwendeten 



































































Ohne Vorhandensein eines S/MAR-Elements im Vektor war die Expression von Minicircle 
und Parentalplasmid über den Messzeitraum von vier Tagen ähnlich (Abb. 3-11 a und d). 
Das Ansteigen des Signals des d2EGFP-Parentalplasmids ohne S/MAR ab Tag 2 war nicht 
reproduzierbar (Abb. 3-11 a). 
 
Das CMV-S/MAR-Element bewirkte beim d2EGFP-Reportersystem reproduzierbar eine 
Stabilisierung des Expressionssignals im Minicircle und im Parentalplasmid über einen 
Zeitraum von vier Tagen. Ab Tag 2 bzw. 3 war darüber hinaus die Expression im Minicircle-
Ansatz bei beiden Reportersystemen höher als diejenige des Parentalplasmid-Ansatzes 
(Abb. 3-11 b und e; Faktor ~ 1,7 – 2), obwohl in beiden Molekülen jeweils dieselbe 
Expressionseinheit vorhanden ist. 
 
Das M18-S/MAR-Element führte bei beiden Reportersystemen zu einer deutlichen 
Steigerung (teilweise > 100 %) der Expression des Minicircles gegenüber dem 
korrespondierenden Parentalplasmid (Abb. 3-11 c und f, maximal 400 % Erhöhung). Dieser 
Effekt erstreckte sich über die gesamte Messdauer von vier Tagen, die Differenz zwischen 
Minicircle und Parentalplasmid nahm im Verlauf der Messung jedoch allmählich ab. 
 
 
Sowohl die GLuc- als auch die d2EGFP-Expression waren beim Minicircle gegenüber dem 
korrespondierenden Parentalplasmid gemäß Abb. 3-11 lediglich dann erhöht, wenn ein 
S/MAR-Element im Vektor enthalten war. Zur Verdeutlichung dieses Sachverhalts wurden 
beispielhaft für das d2EGFP-Reportersystem die Quotienten aus den X Mean-Werten der 
Minicircles und den X Mean-Werten der korrespondierenden Parentalplasmide gebildet            
(Abb. 3-12). 
Ein Quotient mit dem Wert 1 bedeutet hier, dass die mittlere Expression von Minicircle und 
Parentalplasmid identisch ist. Dies war beim Expressionsvergleich ohne S/MAR nahezu 
erfüllt (Abb. 3-12, Quotient ~ 1). Folglich war kaum ein Unterschied zwischen der 
Expressionshöhe bei Transfektion mit MCd-w/o und PPd-w/o nachzuweisen. 
Nimmt der Quotient einen Wert größer als 1 an, so ist die Expression des Minicircles höher 
als die des Parentalplasmids. Dieser Sachverhalt lag sowohl bei Verwendung des CMV- als 
auch des M18-S/MAR-Elements vor. Dabei war die Differenz zwischen mittlerer Expression 
des Minicircles und der des Parentalplasmids bei Verwendung des M18-S/MAR-Elements 
am ausgeprägtesten (teilweise Quotient > 2). 
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Abb. 3-12: Expressionsvergleich zwischen d2EGFP-exprimierenden Minicircles und Parentalplasmiden an 
den Tagen 1 bis 4 nach der Transfektion (Quotientenbildung). 
Die Quotienten der X Mean-Werte eines Minicircles und des korrespondierenden Parentalplasmids sind in 
Abhängigkeit von der Zeit nach der Transfektion für die MC/PP-Paare mit CMV-S/MAR, mit M18-S/MAR oder 
ohne S/MAR dargestellt. Die Daten stellen Mittelwerte aus zwei unabhängigen Experimenten dar. 
 
 
Vergleich der Minicircles und der Parentalplasmide untereinander (Abb. 3-13): 
Die Expressionsmessungen der drei Minicircles und der drei Parentalplasmide wurden 
jeweils noch einmal direkt vergleichend zusammengefasst (Abb. 3-13). Dabei wurden nicht 
nur Unterschiede zwischen den S/MAR-enthaltenden und S/MAR-losen Vektoren, sondern 
auch zwischen den beiden verwendeten Reportersystemen deutlich. Letztere basieren auch 
auf verschiedenen Eigenschaften der beiden Systeme (vgl. Abschnitt 2.3.3.3). Im Gegensatz 
zur Messung der GLuc-Expression stellt d2EGFP einen Transkriptionsmarker dar (geringe 
Halbwertszeit). Zudem wird bei der durchflusszytometrischen Messung der Anteil 
exprimierender Zellen insofern berücksichtigt, als dass die mittlere Expression lediglich von 
d2EGFP-positiven Zellen bestimmt wird. Eine solche ‚Normierung’ fand bei der Vermessung 
der Expression des sehr stabilen Reporters GLuc (vgl. Abschnitt 3.2) nicht statt. 
 
Die GLuc-Expression der Minicircles und Parentalplasmide wies jeweils ein 
Expressionsmaximum an den Tagen 2 bzw. 3 nach der Transfektion auf (Abb. 3-13 c, d). 
Beim Minicircle ohne S/MAR war die GLuc-Expression an den Tagen 2 und 3 nach der 
Transfektion etwa 1,6 bis 2,9 mal höher als bei den beiden S/MAR-enthaltenden Minicircles. 
An Tag 4 fiel die GLuc-Expression ohne S/MAR stark ab, so dass alle drei Minicircles dann 
ein ähnliches Expressionsniveau aufwiesen (Abb. 3-13 c). 
Die Expression beider S/MAR-enthaltenden GLuc-Minicircles verlief nahezu identisch. 
 
Ein ähnliches Bild ergab der Vergleich der GLuc-exprimierenden Parentalplasmide 
untereinander (Abb. 3-13 d). Auch hier war die Expressionshöhe beim Parentalplasmid ohne 




Der Verlauf der beiden S/MAR-enthaltenden Parentalplasmide war qualitativ ähnlich 
(Maximum an Tag 2), die Expressionshöhe des Parentalplasmids mit CMV-S/MAR war 




                
 
 
             
 
 
Abb. 3-13: Expressionsvergleich zwischen S/MAR-haltigen und S/MAR-losen Minicircles und 
Parentalplasmiden an den Tagen 1 bis 4 nach der Transfektion. 
HEK293-Zellen wurden mit jeweils 46 fmol Vektor-DNA in einer 24-Loch-Platte transfiziert. (a) und (b): 
Repräsentative Ergebnisse der Messung der mittleren Expression (X Mean-Werte) aus zwei unabhängig 
durchgeführten Experimenten. Transfiziert wurden sechs unterschiedliche d2EGFP-Expressionsplasmide (drei 
Minicircles, drei korrespondierende Parentalplasmide); (c) und (d): Dargestellt sind Mittelwerte der GLuc-
Expression (RLU ⋅ 106) mit Fehlerindikatoren, die in drei unabhängigen Experimenten bestimmt wurden 
(Ausnahme: Minicircle ohne S/MAR MCG-w/o zwei Experimente). Transfiziert wurden sechs unterschiedliche 
GLuc-Expressionsplasmide (drei Minicircles, drei korrespondierende Parentalplasmide). Vergleichend 
zusammengefasst sind (a) und (c): die drei Minicircles, (b) und (d): die drei Parentalplasmide. 
 
Die mittlere Expression der d2EGFP-exprimierenden Minicircles war, verglichen mit den 
GLuc-Daten, grundlegend anders (Abb. 3-13 a und b). 
Das Vorhandensein des M18-S/MAR-Elements führte im d2EGFP-Minicircle zu einer 
deutlichen Steigerung des 1 d-Signals (30 % gegenüber MC ohne S/MAR, fast 40 % 
gegenüber MC mit CMV-S/MAR), wenngleich die Expression bereits an Tag 2 auf das 
Niveau des Minicircles mit CMV-S/MAR sank und an Tag 4 das Niveau des Minicircles ohne 
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Die Stabilisierung des Expressionsniveaus im Minicircle mit CMV-S/MAR konnte bei den 
beiden anderen Minicircles nicht nachgewiesen werden. Daher ist diese Stabilisierung 
spezifisch auf das CMV-S/MAR-Element im Minicircle-Kontext zurückzuführen. 
Während beim Reporter GLuc der Minicircle ohne S/MAR die höchste Expression aufwies, 
war bei den d2EGFP-exprimierenden Minicircles die Verwendung eines S/MAR-Elements für 
eine möglichst hohe mittlere Expression notwendig. 
 
Dem gegenüber verliefen die X Mean-Signale der d2EGFP-exprimierenden Parental-
plasmide ohne S/MAR und mit CMV-S/MAR nahezu identisch (Abb. 3-13 b). Die mittlere 
Expression war bei beiden Plasmiden mindestens 1,3-mal höher als bei dem 




Insgesamt konnten sowohl Expressionsunterschiede zwischen Minicircles und 
Parentalplasmiden, als auch zwischen S/MAR-enthaltenden und S/MAR-losen Plasmiden 
dargestellt werden. Die beiden Reportersysteme lieferten dabei unterschiedliche Ergebnisse. 
Bei Verwendung des GLuc-Reportersystems war die Expression der DNA-Moleküle ohne 
S/MAR (sowohl Minicircle als auch Parentalplasmid) in der transienten Phase höher als die 
Expression derjenigen mit CMV- und M18-S/MAR. Hier wurde allerdings die gesamte 
Expression eines transfizierten Lochs gemessen, ungeachtet der Transfektionseffizienz. 
Für eine möglichst hohe mittlere d2EGFP-Expression erwies sich die Verwendung eines der 
beiden S/MAR-Elemente als vorteilhaft. Im Besonderen wurde anhand der Daten eine 
expressionsstabilisierende Wirkung des CMV-S/MAR-Elements in der transienten Phase 
nachgewiesen. Darüber hinaus wurde eine initiale Expressionssteigerung durch Verwendung 
des M18-S/MAR-Elements im d2EGFP-Minicircle gezeigt. 
 
Für beide Reportersysteme wurde im Rahmen der Expressionsanalysen ein Sachverhalt 
offensichtlich: die Expression des Minicircles war gegenüber dem entsprechenden 
Parentalplasmid nur dann erhöht, wenn ein S/MAR-Element enthalten war (Abb. 3-11,                 
Abb. 3-12). Zu beachten ist hierbei, dass sowohl der Minicircle als auch das 








3.5 Anwendung des CMV-S/MAR-Elements in nicht pEpi-basierten Plasmiden 
Mit einem auf dem pEpi-Vektortyp basierenden Minicircle wurde gezeigt, dass das CMV-
S/MAR-Element in der transienten Phase das Expressionsniveau stabilisieren kann 
(Abschnitt 3.4.4). Um die Eigenschaften und den Einfluss des CMV-S/MAR-Elements auf die 
transiente Phase weitergehend zu untersuchen, wurde es im Rahmen dieser Arbeit in 
kommerzielle, nicht pEpi-basierte Plasmide kloniert. 
Die verwendeten Plasmide waren zum Einen pCMV-GLuc (Fa. New England Biolabs), ein 
Vektor für konstitutive GLuc-Expression in Säugerzellen, zum Anderen pCMVd2EGFP-basic 
(Qiao, 2009), ein auf dem Vektor pd2EGFP-Basic (Fa. Clontech) basierendes Konstrukt für 
eine effiziente d2EGFP-Expression. Gemäß Hersteller kann pCMV-GLuc als Positivkontrolle 
in Transfektionsexperimenten verwendet werden und ist aufgrund der hohen Signalintensität 
insbesondere für Assays mit niedrigen Zellzahlen geeignet. Die Sekretion vereinfacht 
darüber hinaus die Sammlung von Expressionsdaten zu verschiedenen Zeitpunkten. Der 
Basisvektor pd2EGFP-Basic erlaubt die Messung einer Expressionskinetik und den 
Vergleich unterschiedlicher Promotoren, die jeweils in das Konstrukt einkloniert werden 
können. 
 
Für die in dieser Arbeit durchzuführenden Expressionsuntersuchungen wurde das CMV-
S/MAR-Element in die Grundkonstrukte pCMV-GLuc und pCMVd2EGFP-basic sowohl 
stromabwärts des Reportergens (analog zu pEpi-Plasmiden), als auch stromaufwärts des 
CMV-Promotors kloniert (Abb. 3-14). 
HEK293-Zellen wurden in 24-Loch-Platten mittels Lipofectamine-2000 mit den Plasmiden A 
bis F (Abb. 3-14, für A vgl. Abb. 3-8: PP-w/o) transfiziert. Zum Vergleich wurden diejenigen 
pEpi-Plasmide ebenfalls transfiziert, bei denen die Expressionseinheiten analog zu denen 
der Plasmide B, C und F aus Abb. 3-14 aufgebaut waren. 
Für die hier vorgenommenen Expressionsanalysen wurden nicht, wie üblich, äquimolare 
Mengen jedes Plasmids transfiziert. Die Größenunterschiede der pCMV-basierten Plasmide 
bewegten sich etwa zwischen 15 % und 20 %. In dieser Größenordnung (~ 200 fmol) wurde 
eine zu vernachlässigende Abhängigkeit der Expression von der transfizierten DNA-Menge 
erwartet (vgl. Abb. 3-5, S. 61, Ansätze A und B). Daher wurde je Transfektionsansatz eine 
konstante Menge von 800 ng DNA mit 2 µg Lipofectamine-2000 transfiziert (gemäß Protokoll 
der Fa. Invitrogen). 
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Abb. 3-14: Schematische Darstellung der pCMV-GLuc- und pCMVd2EGFP-basic-Plasmide mit CMV-
S/MAR. 
Dargestellt sind die für die Expressionsanalysen verwendeten Varianten des pCMV-GLuc- bzw. pCMVd2EGFP-
basic-Plasmids schematisch und in linearer Form. Die enthaltenen Elemente der Expressionseinheit sind: ([CMV-
S/MAR]) – [CMV-Promotor (PCMV)] – [Reportergen (GLuc oder d2EGFP)] – ([CMV-S/MAR]) – [PolyA-site]. 
Das Rückgrat (RG) ist beim Grundkonstrukt pCMV-GLuc wie folgt zusammengesetzt: [SV40-Promotor] – 
[Neomycin-Resistenzgen] – [pMB1 ori] – [Ampicillin-Resistenzgen]. Beim Grundkonstrukt pCMVd2EGFP-basic 
besteht das Rückgrat (RG) aus: [pUC ori] – [Ampicillin-Resistenzgen] – [f1 ori]. Die Plasmide sind mit B bis F 
durchnummeriert. A steht im Folgenden für die in Abb. 3-8 dargestellte pEpi-Variante PP-w/o. Diese ist bezüglich 
der Expressionseinheit analog zu B aufgebaut, das Rückgrat besteht jedoch aus: [CMV-Promotor] – [FRT-site] – 
[Ampicillin-Resistenzgen] – [pUC ori]. Abkürzungen: d/s  stromabwärts, inv.  Invertiert, RG  Rückgrat des 
Plasmids, u/s  stromaufwärts. 
 
Die beiden Reportersysteme werden im Folgenden getrennt voneinander behandelt, da sie 
teilweise grundlegend verschiedene Ergebnisse hervorbrachten (vgl. d2EGFP 
Transfektionsmarker, GLuc Expressionsmarker und Abschnitt 2.3.3). 
 
3.5.1 Verwendung des Reporters GLuc 
Die Expressionsanalyse für den Reporter Gaussia Luciferase erfolgte in HEK293-Zellen für 
die ersten 72 h nach der Transfektion, sowie für die Tage 4 bis 7, 14, 21, 28, 35 und 42 
(dann Überstand jeweils aus 24 h) in 24-Loch-Platten. Im gesamten Verlauf der Messungen 
wurde kein Selektionsdruck auf die transfizierten Zellen ausgeübt. 
Der Vergleich von pEpi- und pCMV-basierten Plasmiden, die an unterschiedlichen Stellen 










Abb. 3-15: GLuc-Expressionsvergleich zwischen CMV-S/MAR-haltigen pEpi- und pCMV-basierten 
Vektoren. 
HEK293-Zellen wurden in 24-Loch-Platten mit jeweils 800 ng Plasmid-DNA transfiziert. Die zu vermessenden 
Überstände der HEK293-Zellen wurden jeweils aus 24 h genommen mit Ausnahme der Probe 3 (72 h 
Überstand). Dargestellt ist die GLuc-Expression (RLU ⋅ 106) in Abhängigkeit von dem Zeitpunkt der Probenahme 
nach der Transfektion (zu beachten ist die unterschiedliche Ordinatenskalierung). Für die auf dem pEpi-Rückgrat 
basierten Plasmide wird in der Abbildung entsprechend die Abkürzung pEpi verwendet. Im Plasmid pEpi w/o 
wurde das S/MAR-Element entfernt. Die pCMV-basierten Plasmide sind analog mit pCMV abgekürzt. (a) pEpi 
und pCMV ohne S/MAR; (b) pEpi und pCMV mit CMV-S/MAR stromabwärts des GLuc-Gens, entsprechend               
Abb. 3-14, C, S. 75; (c) pEpi und pCMV mit CMV-S/MAR stromabwärts des GLuc-Gens und stromaufwärts des 
CMV-Promotors, entsprechend Abb. 3-14, F, S. 75. Abkürzungen: d/s  stromabwärts, RLU  Relative 
Lichteinheiten, w/o  ohne S/MAR. 
 
Während des gesamten Zeitraumes der Messungen (sechs Wochen) verlief die GLuc-
Expression der beiden Plasmide pEpi_GLuc (PPG-w/o, vgl. Abb. 3-8, S. 65) und pCMV-GLuc 
ohne S/MAR ähnlich (Abb. 3-15 a). Nach sechs Wochen Inkubation war noch etwa ein 
Zehntel der 4 d-Expression nachweisbar. 
War das CMV-S/MAR-Element stromabwärts des GLuc-Gens im Plasmid enthalten, so hatte 
dies Einfluss auf die Expressionshöhe bei beiden Konstrukten, pEpi und pCMV                          
(Abb. 3-15 b). Die Expression, die nach 72 h Inkubation mit dem pEpi-basierten Vektor 
gemessen wurde, betrug nur etwa die Hälfte der Expression des äquivalenten Vektors ohne 
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Gegensatz dazu führte das CMV-S/MAR-Element im pCMV-basierten Vektor zu einer 
Steigerung der Expression um mehr als das Doppelte, verglichen mit den Vektoren ohne 
S/MAR. Auch dieses Verhältnis blieb über sechs Wochen nahezu bestehen. 
Das zusätzliche Einfügen des CMV-S/MAR-Elements stromaufwärts des CMV-Promotors 
führte zu noch ausgeprägteren Differenzen (Abb. 3-15 c). Die Expressionshöhe lag bei dem 
pEpi-basierten Vektor nur noch bei 10 – 20 % des Wertes des Kontrollplasmids ohne 
S/MAR. Im pCMV-basierten Vektor hingegen war die Expression bis Tag 7 nach der 
Transfektion um das drei- bis vierfache gesteigert, verglichen mit pCMV-GLuc. Anschließend 
fiel das Signal allerdings unverhältnismäßig stark ab, so dass nach sechs Wochen 
Inkubation kaum noch ein Unterschied zwischen den Transfektionen mit den pCMV-
Konstrukten mit einem oder zwei CMV-S/MARs bestand. 
 
 
Die unterschiedlichen Expressionshöhen der ersten 72 h, die bei Transfektion mit fünf 
pCMV-GLuc-Konstrukten gemessen wurden, sind prozentual bezogen auf den Vektor 




Abb. 3-16: Einfluss des CMV-S/MAR-Elements in pCMV-GLuc-Plasmiden auf die Expression in den ersten 
72 h nach der Transfektion. 
HEK293-Zellen wurden  in 24-Loch-Platten mit jeweils 800 ng Plasmid-DNA transfiziert. Die zu vermessenden 
Überstände der HEK293-Zellen wurden aus den ersten 72 h nach der Transfektion genommen. Das CMV-
S/MAR-Element war entsprechend Abb. 3-14, S.75 stromabwärts (d/s) des GLuc-Gens (Ansatz D invertiert)              
und / oder stromaufwärts (u/s) des CMV-Promotors einkloniert. Die Expressionshöhe aller Varianten wurde auf 
den Wert des Ansatzes B normiert. 
 
Die Expression des pEpi_GLuc Kontrollplasmids ohne S/MAR (PPG-w/o) war in den ersten 
72 h nach der Transfektion nahezu identisch mit der Expression des pCMV-GLuc-Plasmids 
(Abb. 3-16). 
Das Einfügen des CMV-S/MAR-Elements stromabwärts des GLuc-Gens führte zu einer etwa 
2,5-fachen Steigerung der Expression. Eine Änderung der Orientierung des S/MAR-
Elements an dieser Position führte wiederum zu einer Senkung der Expression auf 18 % 
A   pEpi_GLuc Kontrolltransfektion (PPG-w/o) 
 
pCMV-GLuc Varianten: 
B   ohne S/MAR 
C   S/MAR d/s des GLuc-Gens 
D   S/MAR inv. d/s des GLuc-Gens 
E   S/MAR u/s des CMV-Promotors 
F   S/MAR d/s des GLuc-Gens und u/s des 




(bezogen auf pCMV-GLuc) bzw. auf 7 % (bezogen auf das Plasmid mit der S/MAR in der 
ursprünglichen Orientierung). In einem analog durchgeführten pEpi-Transfektionsexperiment 
konnte hingegen stromaufwärts des CMV-Promotors über sieben Tage keine Abhängigkeit 
der Expression von der Orientierung des CMV-S/MAR-Elements festgestellt werden                
(Abb. 3-17). 
Die Ansätze E und F, in denen das CMV-S/MAR-Element stromaufwärts des CMV-
Promotors bzw. zwei CMV-S/MARs enthalten waren, wiesen eine um etwa 240 % bis fast 





Abb. 3-17: Einfluss der Orientierung des CMV-S/MAR-Elements stromaufwärts des CMV-Promotors auf 
die Expressionshöhe in der transienten Phase. 
Dargestellt ist ein GLuc-Expressionsvergleich zwischen zwei pEpi-basierten Plasmiden mit CMV-S/MAR-Element 
stromabwärts des GLuc-Gens und invertiert bzw. nicht-invertiert stromaufwärts des CMV-Promotors. HEK293-
Zellen wurden in 24-Loch-Platten mit jeweils 800 ng Plasmid-DNA transfiziert. Die zu vermessenden Überstände 
der HEK293-Zellen wurden jeweils aus 24 h genommen mit Ausnahme der Probe 3 (72 h Überstand). 
 
 
Zusammengefasst bewirkte das CMV-S/MAR-Element im pCMV-GLuc-Plasmid eine 
Steigerung der Expression um den Faktor 2,5 bis 4 in den ersten 72 h nach der Transfektion. 
Dabei war die Orientierung der S/MAR stromabwärts des GLuc-Gens (nicht aber 
stromaufwärts des CMV-Promotors) von enormer Bedeutung. Deren Invertierung führte zu 
Expressionseinbußen von mehr als 80 % im betrachteten Zeitraum. 
Darüber hinaus hatte das CMV-S/MAR-Element im pCMV-GLuc-Plasmid stromaufwärts des 
CMV-Promotors transient eine ausgeprägtere expressionssteigernde Wirkung als 
stromabwärts des Reportergens. Als die Variante mit der insgesamt höchsten Expression 
erwies sich die Verwendung von zwei CMV-S/MAR-Elementen. 
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3.5.2 Verwendung des Reporters d2EGFP 
Die Expressionsanalyse mit dem Reporter d2EGFP erfolgte in HEK293-Zellen an den Tagen 
3 bis 7, 14, 35 und 42 nach der Transfektion. 
Der gemessene Anteil exprimierender Zellen (% Gated) ist in Abb. 3-18 dargestellt.                 






Abb. 3-18: d2EGFP-Expressionsvergleich (hier % Gated) zwischen CMV-S/MAR-haltigen pEpi- und pCMV-
basierten Vektoren. 
HEK293-Zellen wurden in 24-Loch-Platten mit jeweils 800 ng Plasmid-DNA transfiziert. Dargestellt ist der Anteil 
exprimierender Zellen in Abhängigkeit vom Messzeitpunkt nach der Transfektion (zu beachten ist die 
unterschiedliche Ordinatenskalierung). Für die auf dem pEpi-Rückgrat basierten Plasmide wird in der Abbildung 
entsprechend die Abkürzung pEpi verwendet. Im Plasmid pEpi w/o wurde das S/MAR-Element entfernt. Die 
pCMV-basierten Plasmide sind analog mit pCMV abgekürzt. (a) pEpi und pCMV ohne S/MAR; (b) pEpi und 
pCMV mit CMV-S/MAR stromabwärts des d2EGFP-Gens, entsprechend Abb. 3-14, C, S. 75; (c) pEpi und pCMV 
mit CMV-S/MAR stromabwärts des d2EGFP-Gens und stromaufwärts des CMV-Promotors, entsprechend               
Abb. 3-14, F, S. 75. Abkürzungen: d/s  stromabwärts, w/o  ohne S/MAR. 
 
Der Anteil exprimierender Zellen verlief bei pEpi- und bei pCMV-Konstrukten ähnlich                 
(Abb. 3-18). Tendenziell war der % Gated-Wert bei den pCMV-Konstrukten ein wenig höher. 


















































Wie bereits bei der Untersuchung der Transfektionseffizienzen gezeigt wurde (vgl. Abb. 3-9), 
senkte auch bei diesem Expressionsvergleich das CMV-S/MAR-Element den Anteil 
exprimierender Zellen um wenige Prozentpunkte (Abb. 3-18 b), verglichen mit den 
entsprechenden Konstrukten ohne S/MAR. Das Einfügen des zweiten CMV-S/MAR-
Elements (Abb. 3-18 c) führte zu einer noch weiteren Absenkung. Nach sechs 
Inkubationstagen war dieser initiale Effekt allerdings kaum noch nachweisbar. Der Anteil 
exprimierender Zellen war zum Ende der Expressionsanalyse bei den Ansätzen mit CMV-







Abb. 3-19: d2EGFP-Expressionsvergleich (hier X Mean) zwischen CMV-S/MAR-haltigen pEpi- und pCMV-
basierten Vektoren. 
HEK293-Zellen wurden in 24-Loch-Platten mit jeweils 800 ng Plasmid-DNA transfiziert. Dargestellt ist der Anteil 
exprimierender Zellen in Abhängigkeit vom Messzeitpunkt nach der Transfektion (zu beachten ist die 
unterschiedliche Ordinatenskalierung). Für die auf dem pEpi-Rückgrat basierten Plasmide wird in der Abbildung 
entsprechend die Abkürzung pEpi verwendet. Im Plasmid pEpi w/o wurde das S/MAR-Element entfernt. Die 
pCMV-basierten Plasmide sind analog mit pCMV abgekürzt. (a) pEpi und pCMV ohne S/MAR; (b) pEpi und 
pCMV mit CMV-S/MAR stromabwärts des d2EGFP-Gens, entsprechend Abb. 3-14, C, S. 75; (c) pEpi und pCMV 
mit CMV-S/MAR stromabwärts des d2EGFP-Gens und stromaufwärts des CMV-Promotors, entsprechend               
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Die Unterschiede, die bei der Messung der mittleren Expression auftraten (Abb. 3-19), waren 
ausgeprägter als jene hinsichtlich des Anteils exprimierender Zellen (Abb. 3-18). 
Das X Mean-Signal des Plasmids pCMVd2EGFP-basic ohne S/MAR war fast durchgehend 
höher als das des entsprechenden pEpi_d2EGFP-Plasmids (PPd-w/o) (Abb. 3-19 a;                   
bis > Faktor 2). 
Ein ähnlicher Sachverhalt ist bei den beiden Plasmiden mit CMV-S/MAR stromabwärts des 
d2EGFP-Gens erkennbar (Abb. 3-19 b). Insbesondere ab einer Inkubationszeit von zwei 
Wochen war die mittlere Expression des pCMV-basierten Plasmids zwei- bis 2,5-mal höher 
als beim pEpi-basierten Plasmid. 
Bei Vorhandensein von zwei CMV-S/MAR-Elementen in den Plasmiden (Abb. 3-19 c) war 
die Expression bis Tag 6 nach der Transfektion im pEpi-Vektor leicht erhöht, verglichen mit 
dem analogen pCMV-Vektor. Mit Ausnahme von Tag 14 verliefen anschließend die Signale 
fast identisch. Insgesamt war die Expressionshöhe des pCMV-Ansatzes mit zwei S/MARs 
tendenziell geringer als in den Ansätzen mit einem CMV-S/MAR-Element bzw. ohne S/MAR. 
 
 
Beim direkten Vergleich der unterschiedlichen pCMVd2EGFP-basic-Varianten mit CMV-
S/MAR stromabwärts des d2EGFP-Gens bzw. stromaufwärts des CMV-Promotors                     
(Abb. 3-20) konnte keine expressionssteigernde Wirkung des CMV-S/MAR-Elements 
nachgewiesen werden. Im Gegenteil, sowohl der Anteil exprimierender Zellen als auch die 
mittlere Expression wurden durch das Einfügen einer oder zwei CMV-S/MARs um 
mindestens 15 % gesenkt. 
Die Änderung der Orientierung des CMV-S/MAR-Elements stromabwärts des d2EGFP-Gens 
führte, wenn auch nicht so ausgeprägt wie bei den pCMV-GLuc-Varianten, zu einer weiteren 
Senkung der gemessenen Parameter. Verglichen mit dem Vektor, der die S/MAR in der 
ursprünglichen Orientierung enthält, wurde der Anteil exprimierender Zellen um etwa 30 %, 







Abb. 3-20: Einfluss des CMV-S/MAR-Elements in pCMVd2EGFP-basic-Plasmiden auf die mittlere 
Expression und den Anteil exprimierender Zellen drei Tage nach der Transfektion. 
HEK293-Zellen wurden  in 24-Loch-Platten mit jeweils 800 ng Plasmid-DNA transfiziert. Die 
durchflusszytometrische Messung erfolgte drei Tage nach der Transfektion. Das CMV-S/MAR-Element war 
entsprechend Abb. 3-14, S.75 stromabwärts (d/s) des d2EGFP-Gens (Ansatz D invertiert) und / oder 
stromaufwärts (u/s) des CMV-Promotors einkloniert. Die Expressionshöhe bzw. der Anteil exprimierender Zellen 




Die Verwendung des CMV-S/MAR-Elements in d2EGFP Expressionsplasmiden führte nicht 
zu einer mit den GLuc-Experimenten vergleichbaren Expressionssteigerung. Allerdings 
waren die gemessenen Parameter bei beiden Reportersystemen unterschiedlich (d2EGFP: 
mittlere Expression aller d2EGFP-positiven Zellen, GLuc: Gesamtexpression eines 
transfizierten Lochs). 
Die Orientierung des CMV-S/MAR-Elements stromabwärts des Reportergens war bei beiden 
Reportersystemen von Bedeutung. Die Invertierung der S/MAR an dieser Stelle führte bei 
Verwendung von d2EGFP zu einer Abnahme der mittleren Expression und des Anteils 
exprimierender Zellen um mindestens 30 % (Abb. 3-20). 
 
A   pEpi_d2EGFP Kontrolltransfektion (PPd-w/o) 
 
pCMV-d2EGFP Varianten: 
B   ohne S/MAR 
C   S/MAR d/s des d2EGFP-Gens 
D   S/MAR inv. d/s des d2EGFP-Gens 
E   S/MAR u/s des CMV-Promotors 
F   S/MAR d/s des d2EGFP-Gens und u/s des 
     CMV-Promotors 
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3.6 Das All-In-One-Konzept 
3.6.1 Limitierung der Expressionsanalysen: Minicircle-Ausbeute 
In den vorangegangen Kapiteln konnte nachgewiesen werden, dass Minicircles einem 
entsprechenden Parentalplasmid in der transienten Phase in Bezug auf die Expressionshöhe 
zweier untersuchter Reportersysteme (GLuc und d2EGFP) überlegen sein können, sofern 
ein S/MAR-Element enthalten ist. Dies konnte zunächst nicht zwingend erwartet werden, da 
S/MARs eine geordnete Chromatinstruktur benötigen, um ihre Wirkung zu entfalten (Lipps et 
al., 2003). Dies wiederum setzt episomale Replikation bzw. Integration voraus (Allen et al., 
1996; Lipps et al., 2003). 
Die Gründe und Parameter, durch die ein Minicircle in der transienten Phase Vorteile 
gegenüber einem entsprechenden Parentalplasmid erlangt, müssen intensiv untersucht 
werden. Derartige Analysen waren bisher allerdings durch die Minicircle-Ausbeute in der 
vorliegenden Arbeit limitiert. 
 
3.6.2 Minicircle-Herstellung mit E. coli MM294 und E. coli EL250 
Eine langjährig in der Arbeitsgruppe durchgeführte Methode zur Herstellung von Minicircles 
war die Verwendung des Bakterienstammes E. coli MM294, bei dem das Gen für die Flp-
Rekombinase unter der Kontrolle eines hitzeinduzierbaren Promotors im Genom integriert ist 
(Buchholz et al., 1996). Die Rekombination führte jedoch vermehrt zu unerwünschten 
Nebenprodukten (u.a. Multimere aus MC, MP und PP), wie Hahn (2008) zeigen konnte            
(Abb. 3-21). Darüber hinaus war die Rekombinationseffizienz nicht zufriedenstellend und die 





Abb. 3-21: Beispiel für den Erfolg der Rekombination eines Parentalplasmids mittels Hitzeinduktion in                
E. coli MM294 (modifiziert nach Hahn, 2008). 
Eine DNA-Probe der Minicircle-Herstellung in E. coli MM294 mittels Hitzeinduktion wurde im Agarosegel 
aufgetrennt. Es sind mehr als drei Banden (Minicircle, Miniplasmid, Parentalplasmid) vorhanden, die u.a. durch 
Multimerisierung der einzelnen DNA-Moleküle entstehen. Abkürzungen: kb  Kilobasenpaare, M  DNA-Marker          




Die Möglichkeit, Minicircles mithilfe des Bakterienstammes E. coli EL250  (Lee et al., 2001) 
herzustellen, wurde in dieser Arbeit angewendet. Bei diesem Stamm ist das Gen für die Flp-
Rekombinase unter der Kontrolle eines Arabinose-induzierbaren Promotors im Genom 
integriert. Die Nebenprodukte, die beim hitzeinduzierbaren Ansatz ein Problem darstellten, 
wurden mit dem Arabinose-induzierbaren System auf ein Minimum reduziert. Darüber hinaus 
ist eine Maßstabsvergrößerung (Scale-Up) gegenüber der Hitzeinduktionsmethode 
vereinfacht. 
Die erzielten Rekombinationseffizienzen waren jedoch sowohl für die Ansprüche transienter 
Transfektionen als auch systematische Analysen der transienten Phase zu gering. Der 
Stamm E. coli EL250 hat darüber hinaus anscheinend eine vergleichsweise geringe 
Plasmidkopienzahl, was sich ebenfalls negativ auf die Minicircle-Ausbeute auswirkt. 
 
Aufgrund der bis hierher nicht ausreichend zur Verfügung stehenden Mengen an Minicircle-
DNA war es notwendig, ein neuartiges System für die Herstellung von Minicircles zu 
entwickeln, das höhere Ausbeuten garantieren sollte. Dazu wurden im Rahmen dieser Arbeit 
das All-In-One- und das improved All-In-One-Konzept entwickelt. 
 
3.6.3 Der neuartige Vektortyp pAIO 
Beim All-In-One-Konzept ist eine Kopie des Flpe-Gens (Buchholz et al., 1998) unter der 
Kontrolle eines Arabinose-induzierbaren Promotors (All-In-One-Kassette, Abb. 3-22) direkt 
auf dem bakteriellen Rückgrat des Plasmides kodiert, welches für die Herstellung des 
Minicircles verwendet werden soll. Dieses System bietet Vorteile gegenüber den beiden 
oben genannten Ansätzen. Zum Einen ist die Wahl des E. coli-Stammes weniger 
eingeschränkt, so dass ein Stamm verwendet werden kann, der eine höhere 
Plasmidkopienzahl erlaubt. Zum Anderen ist eine höhere Kopienzahl des Flpe-Gens in einer 
Zelle vorhanden. Daher können größere Mengen des Enzyms von der Zelle hergestellt 
werden, was zu einer erhöhten Rekombinationseffizienz führen sollte. Bedeutend ist darüber 
hinaus die Überlegung, dass aufgrund der fehlenden räumlichen Trennung von Transkription 
und Translation in Bakterien die Flpe-Synthese direkt am Plasmid und damit dem Substrat 
selbst stattfindet. 
 
Die Erwartungen, die an das All-In-One-Konzept gestellt werden konnten, sind den beiden 
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Tab. 3-5: Gegenüberstellung der grundlegenden Eigenschaften dreier Minicircle-Produktionsverfahren. 









Bakterienstamm E. coli MM294 E. coli EL250 relativ frei wählbar 
Rekombinationseffizienz + +   ++(+) 
Nebenprodukte - - - - - 
Kopien / Zelle n. b. +   ++(+) 
Maßstabsvergrößerung - +++ +++ 
 
 
Für die Klonierung der All-In-One-Kassette (Abb. 3-22) wurde das Flpe-Gen (Vektor 
pBAD24_Flpe; Buchholz et al., 1998) in die MCS des Vektors pBAD Myc/His B (Fa. 
Invitrogen) ligiert, der sowohl die Information für den Transkriptionsregulator AraC als auch 
den Arabinose-induzierbaren Promotor araBAD enthält. Im Leseraster des Flpe-Gens 
befinden sich darüber hinaus ein Myc-tag und ein His-tag. Beide wurden beibehalten, um die 
Flpe-Rekombinase gegebenenfalls zwecks Optimierung des Systems nachweisen und 




Abb. 3-22: Schematischer Aufbau der All-In-One-Kassette. 
Das Plasmid, welches die All-In-One-Kassette enthält, basiert auf dem Vektor pBAD Myc/His B (Fa. Invitrogen), in 
den das Flpe-Gen einkloniert wurde. Enthalten sind zwei Gene, die für den Transkriptionsregulator AraC bzw. die 




Der neue Vektortyp pAIO (Abb. 3-23), entstand durch das Einklonieren der All-In-One-
Kassette in einen pEpi-Vektor. Zu beachten ist hierbei, dass pAIO-Plasmide in dieser Arbeit 
keine Parentalplasmide darstellten. Die All-In-One-Kassette ist eine zusätzliche, 
prokaryotische Expressionseinheit auf dem bakteriellen Rückgrat des entsprechenden 
Plasmids. Aufgrund der Größe der Kassette und nicht auszuschließender Nebeneffekte 
wurde beim Vergleich von Minicircles mit ihren korrespondierenden Parentalplasmiden 
grundsätzlich auf den pEpi-Vektortyp (ohne All-In-One-Kassette) zurückgegriffen. Der pAIO-





















Abb. 3-23: Schematische Darstellung des pAIO-Vektortyps und Rekombination in Minicircle und 
Miniplasmid. 
Eukaryotische Elemente sind farbig gezeichnet, prokaryotische Elemente sind entsprechend in Graustufen 
gehalten. Die in dieser Arbeit verwendeten pAIO-Vektoren hatten eine Größe zwischen 7,5 kb und 8,6 kb, von der 
das Miniplasmid 5,9 kb einnahmen. Die verwendeten Minicircles hatten entsprechend Größen zwischen 1,7 kb 
und 2,7 kb. Zur Herstellung der Minicircle-Kontrollen wurden S/MAR-freie Plasmide verwendet (vgl. Abb. 3-8,              
S. 65). Die entsprechenden pAIO-Vektoren enthielten die All-In-One-Kassette in entgegengesetzter Orientierung 
(Resultat der Klonierung), was sich für die Minicircle-Produktion als unerheblich herausstellte. 
 
3.6.4 Optimierung des Protokolls für die Arabinose-Induktion 
Für die Optimierung der Arabinose-Induktion wurden zwei unterschiedliche Bakterienstämme 
ausgewählt. E. coli TOP10 wurde von der Fa. Invitrogen für die Verwendung des pBAD-
Systems empfohlen. E. coli XL1 Blue MRF’ war der im Labor verwendete Standardstamm für 
alle durchgeführten Klonierungen und sollte daher auf seine Eignung hin untersucht werden. 




Im ersten Schritt wurde eine Konzentrationsreihe von L-Arabinose über sieben 
Zehnerpotenzen (2 ⋅ 10-6 % bis 2 %) durchgeführt (Tab. 3-6). Die Induktion erfolgte für 2,5 h 
bei den Temperaturen 30 °C und 37 °C. Von jedem Ansatz wurden vor und nach der 
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Tab. 3-6: Übersicht über die Ansätze der L-Arabinose-Konzentrationsreihe zur Optimierung des 
Protokolls für die Arabinose-Induktion. 
Abkürzung: cL-Ara  Konzentration der L-Arabinose. 
 
Nr. 1 2 3 4 5 6 7 
cL-Ara [%] 0,000002 0,00002 0,0002 0,002 0,02 0,2 2,0 
 
 
Bei 37 °C Inkubationstemperatur konnte bei keiner der eingesetzten L-Arabinose-
Konzentrationen eine erfolgreiche Induktion nachgewiesen werden. Die Induktion war bei 
einer Inkubationstemperatur von 30 °C hingegen ab Ansatz 5 (0,02 % L-Arabinose) 




Abb. 3-24: Optimierung des Protokolls der Arabinose-Induktion für pAIO-Vektoren – L-Arabinose-
Konzentrationsreihe. 
Dargestellt ist ein 1 % Agarosegel der L-Arabinose-Konzentrationsreihe bei 30 °C (verstärkter Kontrast). Die 
DNA-Proben wurden mit dem Restriktionsenzym BglII verdaut (Single-Cutter im Minicircle, Double-Cutter im 
Parentalplasmid). Die sichtbaren Bandengrößen sind: Parentalplasmid – zwei lineare Fragmente 5,2 kb und                
2,9 kb, Miniplasmid – supercoiled 5,9 kb, Minicircle – linearisiert 2,2 kb. Das Parentalplasmid wurde aufgrund der 
besseren Auftrennung für die anschließende Auswertung in zwei Fragmente geschnitten. Beschriftung: M Marker 
(1 kb Ladder), Ansatz 5 – 0,02 % L-Ara, Ansatz 6 – 0,2 % L-Ara, Ansatz 7 – 2 % L-Ara. Unter der Abbildung sind 
die densitometrisch bestimmten Verhältnisse der 2,9 kb Bande des Parentalplasmids und der 2,2 kb Bande des 
Minicircles je Ansatz angegeben. Abkürzungen: kb  Kilobasenpaare, M  Marker 1 kb Ladder, MC  Minicircle, PP  
Parentalplasmid. 
 
Die mit dem Restriktionsenzym BglII verdauten DNA-Proben (Abb. 3-24), die aus dem 
Experiment erhalten wurden, wurden in einem 1 % Agarosegel aufgetrennt und die 
entsprechenden Bandenintensitäten densitometrisch mithilfe des Programms ImageJ 
ausgewertet. Das Parentalplasmid wurde aus Gründen der besseren Auftrennung zweifach 
geschnitten (lineare Fragmente: 5,2 kb und 2,9 kb). Die Intensität der 2,9 kb Bande des 
Parentalplasmids und der 2,2 kb Bande des Minicircles wurden zueinander ins Verhältnis 





Die bei Verwendung von E. coli EL250 protokollierte Konzentration betrug 0,3 % L-Arabinose 
(Markus Heine, persönliche Mitteilung) und wurde aufgrund der hier erhaltenen Ergebnisse 




Im zweiten Schritt erfolgte mit der optimierten L-Arabinose-Konzentration von 0,3 % und der 
Induktionstemperatur von 30 °C eine Zeitreihe über 22,5 h (Tab. 3-7). 
 
Tab. 3-7: Übersicht über die Ansätze der Zeitreihe mit 0,3 % L-Arabinose zur Optimierung der Arabinose-
Induktion. 
 
Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Zeit [h] 0,5 1 1,5 2 3 3,5 4 4,5 5 5,5 6,5 22,5 
 
 
Aus den während der Zeitreihe entnommenen Proben wurde die extrachromosomale DNA 
isoliert. Anschließend wurde die DNA mit dem Restriktionsenzym BsrGI (Fa. NEB), welches 
das Parentalplasmid und den Minicircle linearisiert, verdaut und in einem 1 % Agarosegel 
aufgetrennt. Durch die Linearisierung wurden die DNA-Banden stärker mit Ethidiumbromid 
angefärbt und die Auswertung vereinfacht. Auch hier erfolgte die densitometrische 
Bestimmung des Intensitätsverhältnisses der Banden des Parentalplasmids und des 




Abb. 3-25: Zeitreihe der L-Arabinose-Induktion für die beiden Stämme E. coli XL1 Blue MRF’ und E. coli 
TOP10 über 22,5 h. 
Aus den während der Zeitreihe entnommenen Proben wurde die extrachromosomale DNA isoliert. MC und PP 
wurden mittels Restriktionsverdau (BsrGI) linearisiert und in einem 1 % Agarosegel aufgetrennt. Die Intensität der 
Banden von MC und PP wurde densitometrisch mithilfe des Programms ImageJ bestimmt. Dargestellt ist der 
Anteil MC an der Summe aus PP und MC in Abhängigkeit von der Zeit nach der Induktion. 
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Der Anteil des Minicircles an der Gesamtmenge aus Parentalplasmid und Minicircle ist ein 
Indikator für die Rekombinationseffizienz. Je mehr Minicircle im Verhältnis zum 
Parentalplasmid vorhanden ist, desto höher ist der Wert des Quotienten und desto höher ist 
die Rekombinationseffizienz. 
Für die beiden verwendeten Stämme war der Verlauf des Quotienten über die Dauer von 
22,5 h unterschiedlich. Bei E. coli XL1 Blue MRF’ war die Effizienz nach 22,5 h am höchsten. 
Eine Induktionsdauer von 6,5 h erwies sich ebenfalls als geeignet. Bei E. coli TOP10 
hingegen lag das Maximum bei 4 h Induktion. Im Verlauf einer längeren Inkubation nahm die 
Menge des Parentalplasmids im Vergleich zum Minicircle wieder zu. Eine Induktion über 




Der dritte Schritt der Optimierung des Induktionsprotokolls wurde nur mit dem Stamm E. coli 
XL1 Blue MRF’ durchgeführt, da dieser vielversprechende Ergebnisse für eine 
Langzeitinduktion lieferte. 
In diesem Schritt wurde der ersten üN-Induktion eine zweite üN-Induktion angeschlossen. 
Das Verfahren basiert auf der Überlegung, dass auch während der Induktion das 
Parentalplasmid weiter synthetisiert wird, sodass das Substrat der Reaktion fortlaufend 
nachgeliefert wird. Durch einen zweiten Induktionsschritt würde auch dieses Substrat 
umgesetzt, so dass sich die Minicircle-Ausbeute steigern lassen sollte. 
 
In einer beispielhaft durchgeführten L-Arabinose-Induktion in E. coli XL1 Blue MRF’ (50 mL-
Maßstab) konnte die Rekombinationseffizienz von 14 % (eine Induktion) auf 28 % (zwei 
Induktionen) gesteigert werden. Die Rekombinationseffizienz wurde folglich durch einen 
zweiten Induktionsschritt verdoppelt. 
 
Limitierend für dieses Verfahrens könnte die Verdünnung des Minicircles durch Teilung der 
Bakterien sein (weitere 24 h Inkubation), da der Minicircle von der Zelle nicht nachproduziert 
werden kann und ihr auch keine Vorteile verschafft. 
Um diese Einschränkung zu überprüfen, wurde die relative, gesamte extrachromosomale 
DNA-Ausbeute (PP + MC + MP + Nebenprodukte) anhand von Proben, die vor der Induktion 
und nach der ersten und zweiten Induktion genommen wurden, ermittelt (Abb. 3-26). 
Demnach ergab sich ein durchschnittlicher extrachromosomaler DNA-Verlust von mehr als 
50 % im Verlauf der ersten Induktion. Während der zweiten Induktion wurde allerdings kaum 




Für das Minicircle-Herstellungsverfahren bedeutete dies, dass durch eine zweite Induktion 
keine Minicircle-Verluste durch Verdünnung des Minicircles zu erwarten waren. Gleichzeitig 
ermöglichte die zweite Induktion eine enorme Steigerung der Rekombinationseffizienz 




Abb. 3-26: Gesamter Verlust an extrachromosomaler DNA in einer 2 mL Kulturvolumen umfassenden 
Probe während der ersten und zweiten Arabinose-Induktion in E. coli XL1 Blue MRF’. 
Die gesamte Ausbeute der extrachromosomalen DNA in den vor der Induktion entnommenen Proben wurde 
jeweils als 100 % gesetzt. Abkürzungen: extrachr.  extrachromosomale DNA, Ind  Induktion, Rel.  relative. 
 
3.6.5 Anwendung des All-In-One-Konzepts 
Das All-In-One-Konzept wurde für die Herstellung von Minicircles mithilfe der pAIO-
Vektortypen verwendet. Darüber hinaus wurden die Ergebnisse mit denen der Minicircle-
Produktion in E. coli EL250 verglichen. 
 
Exemplarisch sind in Abb. 3-27 zwei Agarosegele dargestellt. Sie zeigen DNA-Proben, die 
nach der zweifachen Induktion in (a) E. coli XL1 Blue MRF’ und nach der Standardinduktion 
in (b) E. coli EL250 genommen und im Minicircle und Parentalplasmid mit dem 
Restriktionsenzym BsrGI (Fa. NEB) linearisiert wurden. Die Rekombinationseffizienzen lagen 
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Abb. 3-27: Vergleich der Minicircle-Produktion in E. coli XL1 Blue MRF’ und E. coli EL250. 
1 % Agarosegele mit Proben nach der Induktion der Minicircle-Produktion in E. coli XL1 Blue MRF’ und E. coli 
EL250. Minicircle und Parentalplasmid wurden mit dem Restriktionsenzym BsrGI linearisiert. (a) E. coli XL1 Blue 
MRF’, Plasmid pAIOre_GLuc, aufgetragen sind 150 ng Gesamt-DNA; (b) E. coli EL250, Plasmid pEpi-
CMVMAR_GLuc, aufgetragen sind 130 ng Gesamt-DNA. Abkürzungen: AIO  All-In-One, EL250  Stamm E. coli 
EL250, kb  Kilobasenpaare, M  MassRuler Ladder. 
 
 
Die Mittelwerte der Rekombinationseffizienzen in Minicircle-Produktionen mit den drei 
Stämmen E. coli EL250, E. coli XL1 Blue MRF’ und E. coli TOP10 sind in Abb. 3-28 grafisch 
dargestellt. 
 
       
 
Abb. 3-28: Rekombinationseffizienz mit unterschiedlichen Bakterienstämmen. 
Dargestellt sind Mittelwerte der Rekombinationseffizienz nach L-Arabinose-Induktion mit Fehlerindikatoren 
(mindestens drei unabhängige Experimente, außer C 50 mL und D). 
A  E. coli EL250, eine Induktion   B  E. coli XL1 Blue MRF’, eine Induktion 





Mittelwert aller Maßstäbe 
Induktionen im 50 mL Maßstab 
Induktionen im 300 mL Maßstab 




In E. coli EL250 wurde demnach durchschnittlich eine Rekombinationseffizienz von 10 % 
erreicht. 
Bei Verwendung des Stammes E. coli XL1 Blue MRF’ wurden zwei unterschiedliche 
Produktionsmaßstäbe verwendet (50 mL und 300 mL). Sowohl das Wachstum der üN-
Kulturen vor der Induktion (OD600 ~ 2,0) als auch das Wachstum während der beiden 
Induktionen (Faktor 1,3 – 1,6) war maßstabsunabhängig. Die im 50 mL-Maßstab gemessene 
Rekombinationseffizienz war hingegen 10 – 15 % geringer als diejenige im 300 mL-Maßstab. 
Darüber hinaus führte die bei E. coli XL1 Blue MRF’ standardmäßig angewandte zweite 
Induktion noch einmal zu einer durchschnittlichen Steigerung der Rekombinationseffizienz 
um 10 %. Damit war die mittlere Rekombinationseffizienz nach zwei Induktionen in E. coli 
XL1 Blue MRF’ etwa viermal höher als die in E. coli EL250 erzielte. 
E. coli TOP10 spielte für die Minicircle-Produktion keine Rolle, da die Effizienz in einem 
beispielhaft durchgeführten Experiment geringer als in E. coli EL250 war. 
 
 
Exemplarisch wurde die gesamte extrachromosomale DNA-Ausbeute aus E. coli XL1 Blue 
MRF’ gegenüber E. coli EL250 nach jeweils einer Induktion als drei- bis viermal höher 
bestimmt. Damit war die Verwendung des All-In-One-Konzepts nicht nur unter dem 
Gesichtspunkt der Rekombinationseffizienz, sondern auch in Bezug auf die relativ freie Wahl 
eines Bakterienstammes, der eine höhere Plasmidkopienzahl erlaubte, die Methode der 
Wahl. 
 
Tab. 3-8 zeigt eine Gegenüberstellung der beiden Minicircle-Produktionsmöglichkeiten. 
 
Tab. 3-8: Parameter der Minicircle-Herstellung in E. coli EL250 und E. coli XL1 Blue MRF’. 
Gegenüberstellung der Parameter der Minicircle-Herstellung in E. coli EL250 mit dem genomisch kodierten Flp-
Enzym und in E. coli XL1 Blue MRF’ mit dem plasmidkodierten Enzym Flpe. 
 
 Flp genomisch kodiert Flpe plasmidkodiert 
Stamm E. coli EL250 E. coli XL1 Blue MRF’ 
getesteter Maßstab 2 mL, 50 mL, 100 mL 2 mL, 50 mL, 300 mL 
Medium für Induktion M9 MM + 0,3 % L-Arabinose M9 MM + 0,3 % L-Arabinose 
Induktionsdauer 2,5 h 2x ü.N. 
Rekombinationseffizienz 7 % - 17 % 25 % - 67 % (zwei Induktionen) 
Relative Plasmidausbeute 1 3 – 4 
Relative Minicircle-Ausbeute 1 ≥ 10 
 
 
Mithilfe des All-In-One-Konzepts ließ sich die Minicircle-Ausbeute um mindestens eine 
Zehnerpotenz steigern. 
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3.7 Das improved All-In-One-Konzept 
3.7.1 Das Prinzip des improved All-In-One-Konzepts 
Das improved All-In-One-Konzept stellt eine Erweiterung des All-In-One-Konzepts zur 
Optimierung der Aufreinigung eines Minicircles dar. Bisher wurde im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit die gesamte extrachromosomale DNA nach der Induktion aus dem 
verwendeten Bakterienstamm isoliert und der Minicircle anschließend aus einem Agarosegel 
aufgereinigt. Insgesamt waren folglich zwei Aufreinigungsschritte nötig, die jeweils mit 
Verlusten des Minicircles einhergingen. 
 
Das improved All-In-One-Konzept wurde in Anlehnung an die Publikationen von Chen et al., 
(2005) und Yoon et al. (2009) geplant. Das bakterielle Plasmidrückgrat enthält hier nicht nur 
eine Arabinose-induzierbare Expressionseinheit für die verwendete Flpe-Rekombinase, 
sondern auch eine entsprechende Einheit für die Homing Endonuklease I-SceI sowie die 
Erkennungssequenz dieses Enzyms (I-SceI- bzw. improved All-In-One-Kassette, Abb. 3-29). 
Somit kann I-SceI sowohl das gesamte Plasmid als auch das Miniplasmid nach der 
Rekombination in vivo linearisieren. Infolgedessen werden beide Plasmide von zelleigenen 
DNA-Exonukleasen erkannt und abgebaut. Als niedermolekulare DNA-Fraktion bleibt 
lediglich der Minicircle übrig, der anschließend in einem einzigen Aufreinigungsschritt 
(Isolierung extrachromosomaler DNA) gewonnen werden kann (Abb. 3-30). 






Abb. 3-29: Schematische Darstellung der (a) I-SceI-Kassette und der (b) improved All-In-One-Kassette. 
In dem Plasmid, das für die I-SceI-Kassette kodiert, wurde das Flpe-Gen gegen das I-SceI-Gen ausgetauscht und 
eine I-SceI-Erkennungssequenz (gemäß Fa. NEB) einkloniert. Beim Austausch der beiden Gene wurde darüber 
hinaus der Myc-tag ausgeschnitten. Die All-In-One- und die I-SceI-Kassette wurden hintereinander kloniert und 
bildeten dann als Gesamteinheit die improved All-In-One-Kassette. Dabei war die Reihenfolge beider Kassetten 

























Abb. 3-30: Schematische Darstellung der Wirkung der I-SceI-Kassette im pAIOi-Vektortyp nach der 
Rekombination in Miniplasmid und Minicircle mittels Flpe-Rekombinase. 
Mit roten Pfeilen sind die Schnittstellen markiert, die in vivo zu einer Linearisierung des pAIOi-Vektors und des 
Miniplasmids mittels I-SceI führen. Infolgedessen werden die beiden linearen DNA-Fragmente von zelleigenen 
DNA-Exonukleasen abgebaut. Der Minicircle hingegen wird nicht geschnitten, bleibt somit supercoiled und kann 
anschließend in einer herkömmlichen Präparation extrachromosomaler DNA aufgereinigt werden. 
 
3.7.2 Nachweis der Funktionalität der improved All-In-One-Kassette 
Das Plasmid pAIOi-CMVMAR_GLuc wurde aus dem Plasmid pAIO-CMVMAR_GLuc durch 
Hinzufügen der I-SceI-Kassette kloniert. Zunächst wurden also zwei Arabinose-induzierbare 
Expressionseinheiten, die sich nur durch das Zielgen unterschieden, hintereinander-
geschaltet, da das Klonierungsprotokoll für eine einzelne Kassette etabliert war und somit 
eine schnelle Klonierung gewährleistet werden konnte. 
Die gewählte Ordnung der improved All-In-One-Kassette ist allerdings nicht optimal. Zum 
Einen wird erwartet, dass die Sequenz für das AraC-Gen lediglich einmal benötigt wird. Zum 
Anderen erscheint es sinnvoll, I-SceI erst nach Beendigung der Rekombination durch Flpe 
anzuschalten, da I-SceI sonst das Substrat abbauen könnte, ehe die Rekombination 
stattgefunden hat. 
Bei Yoon et. al (2009) beinhaltete das Minicircle-Produktionsprotokoll sowohl eine pH- als 
auch einen Temperaturverschiebung, um I-SceI erst an einem gewünschten Zeitpunkt zu 
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getestet. Auf die Anwendung einer pH-Veränderung des Kulturmediums wurde vorerst 
verzichtet, da die Auswirkung auf den intrazellulären pH-Wert zweifelhaft erschien. 
Nach der Klonierung wurden zwei Klone des Vektors pAIOi-CMVMAR_GLuc mit jeweils 
einer unterschiedlichen Mutation identifiziert (Klonnummern 78 und 114) und verwendet. Der 
Klon 78 enthält eine Punktmutation im AraC-Gen, die zu einem Austausch von Histidin 
gegen Arginin führt (Kodon CAC → CGC). In Klon 114 ist im I-SceI-Gen eine Punktmutation 
enthalten, durch die die Aminosäure Leucin gegen Prolin ausgetauscht wird (Kodon CTG → 
CCG). 
Mit beiden Klonen wurde eine L-Arabinose-Induktion durchgeführt, um die Funktionalität der 
I-SceI-Kassette zu testen (Abb. 3-31). Das Experiment enthielt einen Temperatursprung 
gemäß Yoon et al. (2009). 
Die Induktion der Rekombination des Parentalplasmids in Minicircle und Miniplasmid war 
erfolgreich. Die Effizienz, die hier nicht quantifiziert wurde, war allerdings sichtbar 
unterschiedlich (Effizienz bei Klon 114 geringer). In den Proben des Klons 78 waren 
zusätzliche DNA-Banden vorhanden, die bei der Verwendung des entsprechenden pAIO-
Klons (pAIO-CMVMAR_GLuc) nicht aufgetreten waren. Durch Zugabe von D-Glukose zum 




Abb. 3-31: Test der Funktionalität der improved All-In-One-Kassette. 
Dargestellt ist ein 1 % Agarosegel der Proben der L-Arabinose-Induktion der beiden Klone 78 und 114 im 50 mL-
Maßstab. Die Proben wurden unverdaut aufgetragen. Unter der Abbildung sind die densitometrisch bestimmten 
Verhältnisse der Banden des Parentalplasmids und des Minicircles sowie des Miniplasmids und des Minicircles 
angegeben. Die Probennummern sind Zeitangaben der Inkubation, die bei 37 °C erfolgte, in Stunden. Bevor die 
Inkubation bei 37 °C erfolgte, wurden die Zellen bei 30 °C für 22,5 h inkubiert (gemäß Standardprotokoll). 








Die Quotienten der Bandenintensität des Parentalplasmids und Minicircles bzw. des 
Miniplasmids und Minicircles geben Auskunft über einen möglichen Abbau des 
Parentalplasmids und des Miniplasmids (aufgeführt in Abb. 3-31). Die Menge des Minicircles, 
die in den E. coli-Zellen nach der üN-Induktion vorhanden war, wurde hierbei als konstant 
bzw. tendenziell sinkend angenommen. 
Erwartungsgemäß sollte der Wert des Quotienten bei einer funktionalen I-SceI-Kassette 
abnehmen. Dies traf für das MP:MC-Verhältnis zu. Bei Klon 78 war am Ende der Inkubation 
kein Miniplasmid mehr in der Probe nachweisbar. Das PP:MC-Verhältnis hingegen stieg im 
Verlauf des Experimentes leicht an. Die Menge des Parentalplasmids nahm folglich im 
Verhältnis zur Menge des Minicircles zu. 
 
 
Die Funktionalität der I-SceI-Kassette wurde durch den Abbau des Miniplasmids 
nachgewiesen. Für einen vollständigen Abbau sowohl des Miniplasmids als auch des 
Parentalplasmids bedarf es weiterer Optimierungsschritte auf DNA-Ebene (Optimierung der 
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4. Diskussion 
Pharmaproteine werden vorwiegend unter Verwendung von Säuger-Expressionssystemen 
hergestellt, um eine korrekte Faltung und posttranslationale Modifikationen zu gewährleisten 
(Wurm, 2004; Jenkins et al., 2008). In der Industrie stellen heutzutage nicht-virale Vektoren 
zur stabilen Transgenexpression die Methode der Wahl dar (Wurm, 2004). Für einen 
schnellen Zugang zu größeren Mengen oder die Untersuchung unterschiedlicher Varianten 
eines Proteins kann hingegen die transiente Genexpression eingesetzt werden. Allerdings ist 
deren umfangreicher Einsatz durch eine gewöhnlich relativ kurze Expressionsdauer (wenige 
Tage) auf niedrigem Niveau bisher erheblich eingeschränkt (Baldi et al., 2007). 
In dieser Arbeit wurde ein neuartiger, nicht-viraler Ansatz für die Erhöhung der transienten 
Genexpression (TGE) bzw. die Verlängerung der sog. „transienten Phase“ verfolgt. Er 
beinhaltete die Verwendung von pEpi-basierten Parentalplasmiden und Minicircles. Die 
Expressionsanalyse erfolgte sowohl mit einem Transkriptionsmarker (destabilized EGFP), 
als auch mit einem sekretierten, langzeitstabilen Protein (Gaussia Luciferase). Zusätzlich 
wurde ein neuartiges, potentielles S/MAR-Element, das sog. CMV-S/MAR-Element, 
charakterisiert und mit der bereits beschriebenen, minimalen huIFN-β M18-S/MAR (kurz 
M18-S/MAR; Broll et al., 2010) auf bioinformatischer Ebene und in transienten 
Transfektionsexperimenten verglichen. Der Einfluss des CMV-S/MAR-Elements auf die 
transiente Genexpression in nicht-pEpi-basierten, kommerziell erhältlichen Expressions-
plasmiden wurde darüber hinaus mithilfe des Reporters GLuc verdeutlicht. 
Ein signifikanter Nachteil der Verwendung von Minicircles ist die geringe Ausbeute bei ihrer 
Herstellung. Daher wurde in dieser Arbeit ein System entwickelt, um im Labormaßstab 
effizient ausreichende Mengen an Minicircle-DNA mit konstanter Qualität herzustellen. 
 
 
4.1 Bioinformatische Analyse des CMV- und des M18-S/MAR-Elements 
4.1.1 Die S/MAR-Identität des potentiellen CMV-S/MAR-Elements ist bioinformatisch 
bestätigt 
Im stromaufwärts gelegenen Bereich der Enhancer-Region des IE1-Gens vom humanen 
Zytomegalievirus wurde ein knapp 600 bp langes Fragment identifiziert, welches im SIDD-
Profil ein erhöhtes Potential zur Strangtrennung aufwies (Wirth, M., unpublished). Dieses 
erhielt vorerst die Bezeichnung ‚potentielles CMV-S/MAR-Element’. 
Wie Goetze (2003) zeigen konnte, führt auf bioinformatischer Ebene die Kombination eines 
Struktur-Vorhersageprogramms (SIDD) und eines Sequenz-Motiv-orientierten Programms 




S/MAR-Sequenz wurde im SIDD-Profil ein erhöhtes Destabilisierungspotential nachgewiesen 
(Abb. 3-1 a, b) und die MAR-Wahrscheinlichkeit beträgt hundert Prozent (Abb. 3-1 c), so 
dass das Vorliegen eines S/MAR-Elements als bioinformatisch bestätigt gilt. 
 
Das neuartige CMV-S/MAR-Element hat eine besondere Eigenschaft, die im 
Wahrscheinlichkeitsprofil p (x) deutlich wird (Abb. 3-2). In einer abgeschirmten Region                
(z.B. Domäne oder Plasmid) wird die Strangtrennung am wahrscheinlichsten am core 
unwinding element (CUE) auftreten, was durch einen einzelnen Peak im p (x)-Diagramm 
dargestellt wird (Benham et al., 1997). Der Anfangsbereich der HCMV-IE1-Region hingegen 
enthält drei unpairing elements (UEs), die jeweils mit nahezu gleicher Wahrscheinlichkeit als 
CUE wirken können und mit den NF1-Bindestellen II, III und IV kolokalisiert sind (Abb. 3-2). 
Im Bereich der NF1-Bindestelle V ist darüber hinaus noch ein vierter, schwächerer Peak 
vorhanden. Gemäß der von Hyde-DeRuyscher et al. (1995) beschriebenen Konsensus-
Sequenz für eine Bindung des Transkriptionsfaktors YY1 wurden zudem sechs Motive 
innerhalb der S/MAR ausgemacht, von denen zwei mit der NF1-Bindestelle II überlappen 
(Daten nicht gezeigt). 
Zwei unterschiedliche Transkriptionsfaktoren könnten sich durch überlappende Bindemotive 
sterisch behindern, was eine differenzierte Regulation der Bindung in der CMV-S/MAR-
Sequenz notwendig machen würde. Es ist bekannt, dass die NF1-Bindung nur in 
nukleosomenfreien Regionen hochaffin ist (Blomquist et al., 1996) und die Affinität durch 
Positionierung von A-tracts um eine nukleosomale NF1-Bindestelle moduliert werden kann 
(Blomquist et al., 1999). YY1 erkennt indes neben dem Bindemotiv auch die lokale DNA-
Struktur (Shi et al., 1997; Klar et al., 2005) und bindet bevorzugt an Flanken von UEs (Klar et 
al., 2005). In nicht-permissiven T2-Zellen wurde zudem ein Zusammenhang zwischen der 
Repression der HCMV-IE-Gene und YY1 nachgewiesen (Liu et al., 1994). Die Vergabe der 
Bindung an einen der beiden Transkriptionsfaktoren müsste gemäß deren Eigenschaften 
daher wohl über eine dynamische, strukturverändernde Größe reguliert werden. Durch die 
Nähe der CMV-S/MAR zu einer Transkriptionseinheit und das Vorhandensein einer 
potentiellen Topoisomerase II-site in der NF1-Bindestelle II (Übereinstimmung 88 % mit dem 
Sequenzmotiv von Sander und Hsieh, 1985; Daten nicht gezeigt) liegt Superhelizität als 
regulierender Parameter nahe (Villeponteau et al., 1984; Bode et al., 2006), der zu einer sehr 
spezifischen Expression des IE1-Gens unmittelbar nach der Infektion von Säugerzellen mit 
HCMV führen könnte. Damit wäre das CMV-S/MAR-Element für die frühe Infektionsphase 
von großer Bedeutung. 
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4.1.2 Die beiden verwendeten S/MAR-Elemente unterscheiden sich in ihrem 
Destabilisierungsverhalten 
Ein wichtiges Charakteristikum von S/MAR-Elementen ist ihr Potential zur Strangtrennung, 
welches sich mittels SIDD-Profil bestimmen lässt (Benham et al., 1997). Dadurch haben sie 
eine große Bedeutung für die Regulation der Transkription und der Replikation in Eukaryoten 
(Bode et al., 2001). Darüber hinaus können S/MARs in eukaryotischen Expressionsvektoren 
die Transkriptionsinitiationsrate erhöhen (Klehr et al., 1991; Schübeler et al., 1996). 
Die in dieser Arbeit untersuchten S/MAR-Elemente (CMV und M18) haben eine ähnliche 
Länge und zählen zu den fakultativen S/MARs (Kriterien gemäß Bode et al., 2003). Im SIDD-
Profil zeigen sich bei beiden S/MARs jeweils drei starke Minima, wobei die gesamte 
Destabilisierung der M18-S/MAR vergleichsweise höher ist, und ihr MAR-Potential beträgt 
jeweils hundert Prozent (Abb. 3-1). 
Innerhalb eines isolierten DNA-Abschnitts (z.B. Plasmid) kompetieren einzelne BURs (Broll 
et al., 2010). Die PolyA-Stelle und der Promotor des Ampicillin-Resistenzgens neigen zur 
Destabilisierung und können daher als interne Standards für die Beurteilung der Kompetition 
herangezogen werden (Broll et al., 2010, Benham et al., 1997). Das CMV-S/MAR-Element 
beeinträchtigt das relative Strangtrennungspotential der Referenzelemente im Vergleich zu 
der Kontrolle ohne S/MAR nicht bzw. nur geringfügig (Abb. 3-3 d – g). Demnach reicht die 
Destabilisierung der CMV-S/MAR nicht aus, um mit dem Strangtrennungspotential der 
internen Standards zu kompetieren. Das hohe Strangtrennungspotential des M18-S/MAR-
Elements hingegen verringert relativ das der beiden internen Standards durch Kompetition 
(Abb. 3-3 e, i). Daraus kann abgeleitet werden, dass wahrscheinlich auch die Bindungsstärke 
des M18-S/MAR-Elements an die Matrix höher ist als die des CMV-S/MAR-Elements (Bode 
et al., 1992), was auf unterschiedliche Funktionen beider S/MARs hindeuten könnte. Eine 
theoretische Erklärung dafür liefert der ursprüngliche Isolierungsort. Das CMV-S/MAR-
Element entstammt der Region der immediate early Gene des HCMV (Hennighausen und 
Fleckenstein, 1986; Wirth, M., unpublished), wodurch aufgrund der frühen Expression nach 
der Infektion (Kamata et al., 1978) vermutlich eine gewisse Flexibilität im Suchen und Finden 
geeigneter Chromatinregionen erforderlich ist. Darüber hinaus scheint die CMV-S/MAR ein 
hoch-regulatives Element für die frühe Infektionsphase zu sein (s. Abschnitt 4.1.1). Im 
Gegensatz dazu deutet die Architektur des M18-S/MAR-Elements (hohes 
Strangtrennungspotential, repetitive UEs) auf eine starke Anheftung an die nukleäre Matrix 
hin (Mielke et al., 1990). Diese Eigenschaft könnte auf den Ursprung des SAR E-Elements 
zurückzuführen sein (Mielke et al., 1990; Bode et al., 1992), da sie dessen Funktion als 
Grenze (bordering element) zwischen benachbarten Domänen fördert und dadurch eine 
Heterochromatisierung der IFN-β Domäne verhindern kann (Stief et al., 1989). Der Herkunft 




diese Funktion durch ihre geringe Länge eingeschränkt (Bode et al., 2003). Dennoch mag 
die Kompetition der M18-S/MAR mit anderen destabilisierten Elementen (wie der 
Polyadenylierungsstelle) interferieren. Letztendlich muss daher experimentell ermittelt 
werden, welches S/MAR-Element für eine gegebene Aufgabe am besten geeignet ist. 
Zwischen Minicircles und korrespondierenden Parentalplasmiden wurden im SIDD-Profil des 
Weiteren ebenfalls Unterschiede nachgewiesen. Das Strangtrennungspotential der PolyA-
Stelle, der Anfangsregion des CMV-Promotors und, sofern vorhanden, der S/MAR ist in den 
jeweiligen Minicircles gegenüber den Parentalplasmiden erhöht (Abb. 3-3). Da in einer 
superhelikalem Stress unterworfenen Domäne alle UEs kompetieren (Bi und Benham, 2003; 
Broll et al., 2010), ist die Herabsetzung der Strangtrennungspotentiale einzelner UEs 
schlüssig. In den CMV-S/MAR-enthaltenden Vektoren führt die Kompetition jedoch zur 
Verschiebung des CUE von der S/MAR- (MC) in die pUC-Region (PP; Daten nicht gezeigt). 
Hinsichtlich dieser Eigenschaft unterscheiden sich das CMV- und das M18-S/MAR-Element 
offenkundig. Das Destabilisierungsverhalten kann Auswirkungen auf die Wirkweise des 
CMV-S/MAR-Elements im Parentalplasmid haben. Da das hohe Strangtrennungspotential 
jedoch vor allem bei der episomalen Etablierung eines Vektors von Bedeutung ist (Broll et 
al., 2010), würde dieser Effekt vermutlich erst anhand von Etablierungsraten und der stabilen 
Expression sichtbar werden. 
 
 
4.2 Mit Lipofectamine-2000 lassen sich auch geringe DNA-Mengen effizient 
transfizieren 
Die Transfektionsmethode ist bei der transienten Genexpression von großer Bedeutung 
(Baldi et al,. 2007). Für die Transfektion der adhärent wachsenden HEK293-Zellen wurde in 
dieser Arbeit Lipofectamine-2000 (Invitrogen) verwendet, da die Lipofektion eine hohe 
Transfektionseffizienz garantiert, ohne mit dem superhelikalen Status der DNA zu 
interferieren. Sie ist daher insbesondere für Minicircles geeignet (Broll et al., 2010). Aufgrund 
der relativ geringen Ausbeuten bei der Minicircle-Herstellung mittels Arabinose-Induktion in 
E. coli EL250 (Nanogramm-Bereich) wurde das Transfektionsprotokoll zunächst für geringe, 
transfizierte DNA-Mengen optimiert (mit PPd-CMV gemäß Abb. 3-8). Dabei wies der 
d2EGFP-exprimierende Anteil der transfizierten HEK293-Zellen eine deutliche Abhängigkeit 
von der transfizierten DNA-Menge auf (Abb. 3-5 a; 25 % → 5 %), wohingegen die mittlere 
Expression im Bereich von einer Zehnerpotenz transfizierter DNA-Mengen (14 fmol bis                
168 fmol) weitgehend konstant blieb (Abb. 3-5 b). 
In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass eine Erhöhung der Transgen-Kopienzahl 
im Kern nicht gleichermaßen zu einem Expressionsanstieg führen muss (Tachibana et al., 
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2002; Bode et al., 2003), was die Ergebnisse hinsichtlich der Expressionshöhe erklären 
kann. Die Effizienz der Transfektion wird jedoch maßgeblich durch die Größe der 
transfizierten Liposomen und somit durch das Verhältnis aus DNA und Lipofectamine 
bestimmt (Ross und Hui, 1999; Almofti et al., 2003a, 2003b). Dieser Parameter wurde durch 
die Veränderung der eingesetzten LF-2000-Menge zusätzlich moduliert (konstantes                 
LF-2000:DNA-Verhältnis und Steigerung der LF-2000-Menge), hatte jedoch negative bzw. 
nur leicht positive Auswirkungen auf die Messparameter % Gated und X Mean (Abb. 3-6,                  
Abb. 3-7). Tendenziell konnte erst mit steigender DNA-Menge der % Gated-Wert durch 
höhere LF-2000-Mengen positiv beeinflusst werden. Daher muss davon ausgegangen 
werden, dass die Bedingungen für eine Lipofektion insgesamt in dem in dieser Arbeit 
angewendeten geringen Mengenbereich nicht ideal waren (vgl. dazu Abschnitt 4.3.1). 
Zusammengefasst konnten für die Expressionsvergleiche der Minicircles und 
Parentalplasmide im Folgenden zwar relativ geringe DNA-Mengen eingesetzt werden               
(< 50 fmol), die von der Fa. Invitrogen angegebene Mindestmenge LF-2000 je Ansatz sollte 
dabei jedoch nicht zur Beeinflussung der Liposomengröße unterschritten werden. 
 
 
4.3 Transiente Genexpressionsvergleiche von Minicircles und 
Parentalplasmiden 
4.3.1 Die Transfektionseffizienzen von Minicircles und Parentalplasmiden sind 
vergleichbar 
Die Effizienz der Transfektion zirkulärer DNA-Moleküle wird durch die Topologie und die 
Größe der DNA (Weintraub et al., 1986; Darquet et al., 1999), die der Lipofektion darüber 
hinaus durch das Verhältnis aus DNA und Lipofectamine (Almofti et al., 2003b) beeinflusst. 
Eine hohe Effizienz der Liposomenaufnahme ist für eine fast neutrale Ladung und 
infolgesessen die Bildung vergleichsweise großer Lipoplexe beschrieben (Eastman et al., 
1997; Almofti et al., 2003b). Vorgänge, die innerhalb einer Zelle nicht durch einen aktiven 
Transport unterstützt werden, erfolgen anschließend durch Diffusion, wobei der 
Diffusionskoeffizient reziprok abhängig von der Partikelgröße ist (Jain, 1987; Darquet et al., 
1999). Aufgrund der Kompaktheit der kleineren Minicircles (Tolmachov, 2010) konnte in der 
vorliegenden Arbeit demnach eine höhere Transfektionseffizienz eines Minicircles relativ zu 
dem korrespondierenden Parentalplasmid erwartet werden (hier gemessen als Anteil 
d2EGFP-exprimierender Zellen einen Tag nach der Transfektion). Das Ausbleiben 
systematischer Unterschiede (Abb. 3-9) deutet allerdings auf eine untergeordnete Rolle der 
DNA-Größe hin. Vielmehr waren aufgrund der geringen eingesetzten DNA-Mengen (50 – 




(gemäß Khalil et al., 2006) und die Transfektionsbedingungen folglich nicht optimal (Almofti 
et al., 2003b). Das kann zu einer allgemein verminderten Transfektionseffizienz beigetragen 
haben, wodurch die Vorteile der Kompaktheit von Minicircles (Tolmachov, 2010) zumindest 
in Bezug auf diesen Parameter nicht zum Tragen kamen. 
Trotz der genannten Einschränkungen konnte die DNA-Sequenz als einflussreicher 
Parameter für eine erfolgreiche Lipofektion ausgemacht werden. Die Transfektions-
effizienzen der CMV-S/MAR-enthaltenden Vektoren waren gegenüber den Vektoren mit 
M18-S/MAR bzw. ohne S/MAR-Element trotz identischer DNA-Präparationsmethoden und 
ähnlicher Größen durchschnittlich um 6,5 % gesenkt (Abb. 3-9). Superhelikale DNA, wie sie 
hier eingesetzt wurde, kann unterschiedliche Topoisomere bilden, deren Stabilität auch von 
dem Vorkommen bestimmter Sequenzmotive abhängt (Panyutin et al., 1985; Naylor et al., 
1988; Zhabinskaya und Benham, 2011). Beispielsweise können die sog. A-tracts, die 
vermehrt in S/MARs vorhanden sind (Boulikas, 1995; Kipp et al., 2000), Biegungen in die 
DNA einführen (Goodsell et al., 1993). Es ist also durchaus denkbar, dass eine veränderte 
Topologie in den hier verwendeten CMV-S/MAR-enthaltenden Vektoren (auch 
pCMVd2EGFP-basic-basiert, s. Abschnitt 4.4) die DNA-Stabilität relativ gesehen erniedrigte. 
Durch gezielte Punktmutationen in der CMV-S/MAR-Sequenz könnte die Transfektions-
effizienz daher womöglich verbessert werden. 
 
4.3.2 S/MAR-Elemente erhöhen den Anteil d2EGFP-exprimierender Zellen in der 
transienten Phase nicht 
Hinsichtlich des Verlaufs des Anteils d2EGFP-exprimierender Zellen über vier Tage wurde 
weder ein relevanter Unterschied zwischen S/MAR-losen und S/MAR-enthaltenden pEpi-
basierten Vektoren noch zwischen Minicircles und den korrespondierenden 
Parentalplasmiden festgestellt (Abb. 3-10). Die geringere Größe und das Fehlen der 
prokaryotischen Sequenzen bei den Minicircles führte in Bezug auf diesen Parameter zu 
keinem Vorteil gegenüber den Parentalplasmiden (Abb. 3-10), was aufgrund der vergleich-
baren Transfektionseffizienzen auch nicht erwartet wurde (vgl. Abschnitt 4.3.1). Darüber 
hinaus konnte bei den S/MAR-enthaltenden Vektoren nicht ohne Weiteres davon 
ausgegangen werden, dass sie (ohne Selektionsdruck) in hoher Kopienzahl unmittelbar in 
das Chromatin aufgenommen und replikationsfähig geworden sein sollten. Erst dies hätte 
einer Verdünnung durch Zellteilung jedoch entgegen gewirkt (Schübeler et al., 1996; Stehle 
et al., 2003). Vermutlich herrschte zudem ein großer Vektorüberschuss über die offensicht-
lich für S/MAR-Episomen bereitstehenden Kernmatrix-Bindestellen. Der Prototyp pEpi-1 wird 
schließlich mit weniger als 20 Kernkopien etabliert (Piechaczek et al., 1999), es wurden je 
Loch jedoch etwa 3 ⋅ 1010 Vektormoleküle (Avogadro-Konstante gemäß Andreas et al., 2011) 
transfiziert, weshalb nicht mit einem besonderen Rückhalt im Kern zu rechnen war. 
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4.3.3 S/MAR-Elemente können zu einer erhöhten transienten Genexpression führen, 
wenn sie in einem Minicircle enthalten sind 
S/MAR-Elemente unterscheiden sich von Enhancern dahingehend, dass sie ihre Wirkung 
erst in einer geordneten Chromatinstruktur bzw. bei stabiler Transgenexpression entfalten 
(Schübeler et al., 1996; Lipps et al., 2003; Girod et al., 2007). Hinsichtlich des Anteils 
d2EGFP-exprimierender Zellen wurde diese nicht-transiente Natur von S/MAR-Elementen in 
pEpi-basierten Parentalplasmiden und Minicircles bestätigt (s. Abschnitte 4.3.1 und 4.3.2). 
Die Expression eines Transgens wird allerdings durch die Anfälligkeit des Vektors für 
Silencing-Mechanismen (z.B. Methylierung), welche sich nachweislich durch S/MARs 
verringern lassen (Argyros et al., 2008), mitbestimmt (Garrick et al., 1998; Wong et al., 
2011). Auch transient könnte daher durch die Verwendung von S/MAR-Elementen und das 
Entfernen der prokaryotischen Sequenzen zumindest die Expressionshöhe beeinflusst 
werden. 
Die Kontrolltransfektionen mit S/MAR-losen Vektoren (MC und PP) wiesen weder bei 
Verwendung des Reporters GLuc noch bei d2EGFP systematische Expressionsunterschiede 
zwischen Minicircle und Parentalplasmid auf (Abb. 3-11 a, d). Das alleinige Fehlen des 
prokaryotischen Anteils im Vektor sowie die für Minicircles erwartete überaus kompakte 
Struktur (Tolmachov, 2010) boten isoliert betrachtet also keine Vorteile. Bei den S/MAR-
enthaltenden Minicircles (CMV- und M18-S/MAR) war hingegen die transiente 
Genexpressionshöhe gegenüber den korrespondierenden Parentalplasmiden bei beiden 
Reportern teilweise auf mehr als das Doppelte gesteigert (Abb. 3-11; Abb. 3-12), trotz jeweils 
identischer Expressionskassetten und vergleichbarer Transfektionseffizienzen (vgl. Abb. 3-8 
und Abschnitt 4.3.1). Der CMV-S/MAR-enthaltende Minicircle erreichte sogar durch knapp 
ein Viertel der transfizierten molaren Menge des entsprechenden Parentalplasmids ein 
relativ um 40 % gesteigertes transientes Expressionslevel (Abb. 3-7 b, d). 
Es kann vermutet werden, dass ein- und dasselbe S/MAR-Element dieselben Auswirkungen 
auf das Finden transkriptionell aktiver Chromatinregionen und die Rekrutierung von 
Transkriptionsfaktoren hat, unabhängig davon, ob es im Minicircle oder Parentalplasmid 
enthalten ist. Das bakterielle Rückgrat, das einen Hauptangriffspunkt für zelluläres Silencing 
darstellt (Nehlsen et al., 2006; Chen et al., 2008), sowie die kompakte Minicircle-Struktur 
(Tolmachov, 2010) sind demnach zunächst die einzigen offensichtlichen Unterschiede 
zwischen Minicircles und Parentalplasmiden. Trotzdem reichte dies, wie die Kontrollen 
belegen, nicht alleinig für eine relative TGE-Erhöhung aus. Erst die Kombination aus einem 
S/MAR-Element und der Entfernung der prokaryotischen Sequenzen (sprich Minicircle) 
führte hier zu einer spezifischen, transienten Wirkung, die im Folgenden als „S/MAR-
Minicircle-Effekt“ (SMC-Effekt) bezeichnet wird. Auch bei der Etablierung pEpi-basierter 




pEpi-1 ist ein initialer Selektionsdruck notwendig, um Zellen einen Vorteil zu bieten, wenn sie 
das Plasmid beibehalten (Piechaczek et al., 1999). Minicircles hingegen werden ohne 
Selektionsdruck etabliert (Nehlsen et al., 2006). Offenbar sind die Abschirmung vor 
Heterochromatisierung und die nukleäre Retention von S/MAR-Elementen nicht hinreichend 
ausgeprägt, um auch vollständige Plasmide in großer Kopienzahl effektiv und ohne 
Einwirkungen von außen (Selektion) vor Silencing-Mechanismen zu schützen, wodurch der 
SMC-Effekt schließlich bedingt wird. Die Ermittlung des Zusammenhangs zwischen 
Transgenexpression und Kernkopienzahl kann zukünftig zu einer weiteren Aufklärung des 
SMC-Effekts beitragen. 
Nachdem bereits bei dem Vergleich des Strangtrennungspotentials auf mögliche 
unterschiedliche Funktionen der beiden verwendeten S/MAR-Elemente hingewiesen wurde 
(Abschnitt 4.1.2), deuten dies auch die Expressionsanalysen an. Das M18-S/MAR-Element 
führte im Minicircle zu einer initialen Erhöhung der mittleren d2EGFP-Expression um                      
30 – 40 % gegenüber den Minicircles ohne bzw. mit CMV-S/MAR (Abb. 3-13 a). 
Anschließend wurde die Expression jedoch nahezu täglich halbiert. Da für einen S/MAR-
enthaltenden Minicircle kein Silencing erwartet wird (Nehlsen et al., 2006), spricht das 
Ergebnis für eine zellteilungsbedingte Verdünnung der MCd-M18-Moleküle. Dahingegen war 
die mittlere d2EGFP-Expression des Minicircles mit CMV-S/MAR weitgehend stabil, initial 
jedoch niedriger als die der anderen beiden Minicircle-Varianten (Abb. 3-13 a). Für den MCd-
CMV wurde aufgrund der verringerten Transfektionseffizienz ein Stabilitätsproblem vermutet 
(s. Abschnitt 4.3.1), was sich auch auf die anfängliche Expression auswirken könnte. Im 
Verlauf der transienten Phase wird der ursprüngliche Nachteil jedoch durch die stabilisierte 
Expression ausgeglichen. Sollte es gelingen, das Problem des MCd-CMV auf die Stabilität zu 
reduzieren und anschließend zu beheben, so kann sich die Verwendung dieses Minicircles 
potentiell für eine insgesamt erhöhte, stabile Transgenexpression über mehrere Tage 
eignen. 
Bei den Expressionsanalysen fällt insgesamt gesehen auf, dass bei den GLuc-Vektoren die 
Expression der S/MAR-losen Varianten am höchsten war (Abb. 3-13 c, d), bei den d2EGFP-
Vektoren hingegen nicht. Einerseits sind die Messparameter beider Reportersysteme sehr 
unterschiedlich (gesamte Expression des sekretierten GLuc-Proteins vs. momentane, 
mittlere Expression d2EGFP-positiver Zellen) und daher nur eingeschränkt vergleichbar. 
Andererseits ist hier offensichtlich auch ein Einfluss der mRNA-Stabilitäten zu 
berücksichtigen, der daher im folgenden Abschnitt 4.4 eingehender betrachtet wird. 
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4.4 Auch in nicht pEpi-basierten Plasmiden kann das CMV-S/MAR-Element zu 
einer Expressionssteigerung führen 
PEpi-basierte Vektoren sind speziell für die Etablierung in Säugerzellen entwickelt worden 
(Piechaczek et al., 1999). In dieser Arbeit sollte hingegen der transiente Charakter von 
S/MAR-Elementen und Minicircles untersucht werden, so dass sich auch die Verwendung 
kommerzieller Vektorsysteme wie pCMV-GLuc (New England Biolabs) und pCMVd2EGFP-
basic (Qiao, 2009; basiert auf pCMVd2EGFP-Basic der Fa. Clontech) anbot. Der Fokus der 
Expressionsanalysen sollte hierbei auf dem neuartigen CMV-S/MAR-Element liegen. 
Analog zu pEpi-basierten Vektoren wurde der Einfluss der CMV-S/MAR auf die TGE 
stromabwärts des Reportergens untersucht. Aufgrund des ursprünglichen Isolierungsortes 
des S/MAR-Elements (stromaufwärts der IE1-Promotorregion) wurden zusätzliche Varianten 
(Abb. 3-14) sowie dem Vergleich dienende, analoge pEpi-Plasmide kloniert. 
Die GLuc-Expression der pEpi-Kontrolle (PPG-w/o) und des pCMV-GLuc-Plasmids verlief 
über sechs Wochen nahezu identisch. Im Zellkern wurden demnach vermutlich beide 
Plasmide mit ähnlichen Raten sowohl exprimiert als auch durch Silencing-Mechanismen 
abgeschaltet bzw. verdünnt (Reduktion der Expression um etwa 90 % ab dem 4 d-Wert;          
Abb. 3-15 a). Die CMV-S/MAR bewirkte eine relative Abnahme der GLuc-Expression in pEpi-
basierten Vektoren in Abhängigkeit von der S/MAR-Dosis (Abb. 3-15; vgl. auch                           
Abb. 3-11 d, e). Dahingegen führte die S/MAR in den pCMV-GLuc-basierten Plasmiden vor 
allem direkt nach der Transfektion zu einer signifikanten Expressionssteigerung, die in 
umgekehrter Wirkung ebenfalls Dosis-abhängig war (bis zu 300 % im Vergleich zu pCMV-
GLuc; Abb. 3-16). 
Die Vektorgrundkonstrukte PPG-w/o und pCMV-GLuc unterscheiden sich vor allem 
hinsichtlich des bakteriellen Rückgrats (Abb. 3-8, Abb. 3-14) und der DNA-Länge und                  
-Sequenz zwischen dem CMV-Promotor und dem GLuc-Gen (Letzteres bei pCMV-GLuc              
ca. 70 % kürzer; Daten nicht gezeigt). Da die verschiedenen DNA-Sequenzen des Rückgrats 
zumindest bei den Grundkonstrukten ohne S/MAR nicht zu relevanten Expressions-
unterschieden führten, ist ihr Einfluss hier als gering einzuschätzen. Offensichtlicher sind an 
dieser Stelle die unterschiedlichen stromaufwärts gelegenen DNA-Sequenzen des jeweiligen 
GLuc-Gens. 5’-Nicht-translatierte Regionen (5’-untranslated-region, 5’-UTR) können sich 
sowohl auf die mRNA-Stabilität als auch auf die Translationseffizienz auswirken und damit 
die Genexpression beeinflussen (Wang et al., 2005; Shabalina et al., 2006). Da die 
Transkription in die S/MAR hineinläuft, war die mRNA in den CMV-S/MAR-enthaltenden 
Vektoren gegenüber den S/MAR-losen Grundkonstrukten verlängert. Die Ergebnisse deuten 
darauf hin, dass diese Erweiterung im Zusammenwirken mit der längeren 5’-UTR der pEpi-
basierten GLuc-Plasmide zu einer verminderten Stabilität führte, bei den pCMV-GLuc-




eine Expressionssteigerung bedingt haben. Eine ähnliche Beobachtung wurde bei den 
analog durchgeführten d2EGFP-Expressionsvergleichen gemacht, hier allerdings 
ausnahmslos bei allen Konstrukten: sowohl der Anteil exprimierender Zellen als auch die 
mittlere Expression wurden durch Einführung der CMV-S/MAR gesenkt (Abb. 3-18,                
Abb. 3-19). Auch in diesem Fall kann die mRNA-Stabilität zu der Verringerung der 
Expression geführt haben, zumal die pCMVd2EGFP-basic-basierten Plasmide wiederum 
eine andere und v.a. längere DNA-Sequenz stromaufwärts des Gens als die pCMV-GLuc-
basierten Vektoren hatten (Daten nicht gezeigt). Interessant ist in diesem Zusammenhang 
die Orientierungsabhängigkeit der S/MAR in Fusion mit dem  jeweiligen Gen: die Umkehr der 
Orientierung senkte die relative GLuc-Expression um mehr als 80 % (Abb. 3-16), die 
d2EGFP-Messparameter wurden ebenfalls verringert (Abb. 3-20). Zum Einen stützt dieser 
Sachverhalt die mRNA-Stabilitätsthese, zumal die Orientierung stromaufwärts des Promotors 
unerheblich war (Abb. 3-17). Ebenso sollte eine mögliche Beeinflussung der 
Polyadenylierung, die die mRNA-Stabilität ebenfalls verändern kann, in Betracht gezogen 
werden (Broll et al., 2010). Zum Anderen scheint in bestimmten Situationen eine 
Orientierungsabhängigkeit der S/MAR-Funktion gegeben zu sein, da sich die Invertierung 
des Elements reprimierend auf die Transgenexpression auswirkt (Agarwal et al., 1998; 
Nehlsen et al., in Druck). 
Der oben genannte ‚Dosis-Effekt’ der CMV-S/MAR lässt sich indes nicht durch die Stabilität 
der mRNA erklären und deutet auf einen spezifischen Expressionseinfluss der CMV-S/MAR 
hin. Es ist auffällig, dass das S/MAR-Element lediglich in pCMV-GLuc-Konstrukten mit 
zunehmender Dosis eine gesteigerte Transgenexpression bewirkte. Dieser positive Effekt 
tritt offenbar unter vorteilhaften Umständen (z.B. keine Verringerung der mRNA-Stabilität 
durch Transkription in die S/MAR, hohe Gesamtstabilität des Vektors) auf (vgl. dazu auch 
'NF1-Region' in Mariati et al., 2010), weshalb bei Verwendung des CMV-S/MAR-Elements 
insbesondere auf die Vektor- und mRNA-Stabilität geachtet werden sollte, um eine 
Steigerung der TGE zu erreichen. 
 
4.5 Mithilfe des All-In-One-Konzepts lässt sich die Minicircle-Ausbeute bei der 
Herstellung um eine Zehnerpotenz steigern 
Die Untersuchung der transienten Genexpressionsphase unter Verwendung von Minicircles 
war in der vorliegenden Arbeit durch die geringe Ausbeute aus der Produktion in                     
E. coli EL250 eingeschränkt. Dies machte die Entwicklung eines Minicircle-
Herstellungsverfahrens für den Labormaßstab notwendig, das ausreichende Mengen in 
konstanter Qualität lieferte. Mithilfe des All-In-One-Konzepts und der dadurch erzielten, 
signifikanten Minicircle-Ausbeutesteigerung (mindestens 10x) gelang die Umsetzung dieser 
Anforderung. Die hier entwickelten pAIO-Vektortypen bieten den Vorteil der Verwendung des 
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Flp/FRT-Systems für eine mögliche Kombination mit RMCE-Techniken bzw. den Einsatz 
heterospezifischer FRT-sites (Nehlsen et al., in Druck). Dazu werden durch die Anwendung 
der Arabinose-Induktion Nebenprodukte minimiert (vgl. Abb. 3-21) und die 
Maßstabsvergrößerung ist stark vereinfacht. Letztere wirkte sich in dieser Arbeit sogar 
positiv auf die Rekombinationseffizienz aus (Abb. 3-28), obwohl in den dargestellten 
Experimenten zumindest das bakterielle Wachstum maßstabsunabhängig war. Möglicher-
weise führte die unterschiedliche Belüftung der verwendeten Erlenmeyerkolben (Tolosa et 
al., 2002) zu einer erhöhten Sterberate im kleineren Maßstab (VKolben:VKultur = 2 bzw. 3,3). Für 
eine Maßstabsvergrößerung sollte demnach der Parameter der Sauerstoffversorgung 
sorgfältig bedacht werden (Gill et al., 2008). Die Rekombinationseffizienz konnte zudem bei 
Verwendung der pAIO-Vektoren in E. coli XL1 Blue MRF’ durch eine zusätzliche Arabinose-
Induktion gesteigert werden (Abb. 3-28, etwa ein Drittel), wodurch das System potentiell für 
die Anwendung mehrerer Induktionen in einer Art ‚Fed-Batch-Verfahren’ geeignet ist. 
Nach wie vor stellt die Aufreinigung der Minicircles im Labormaßstab eine Herausforderung 
dar. Durch Verwendung des All-In-One-Konzepts konnte zwar die Verwendung teurer 
Restriktionsenzyme minimiert werden (Größenunterschiede zwischen MC, MP und PP waren 
ausreichend), für eine Maßstabsvergrößerung sind die gelelektrophoretische Aufreinigung 
und die Dichtegradientenzentrifugation (Darquet et al., 1997; Chen et al., 2005) jedoch 
ungeeignet und zudem sehr arbeitsintensiv. Die von Mayrhofer et al. (2008) beschriebene 
RBPS-Technologie ist diesen Methoden daher vor allem im größeren Maßstab überlegen 
und es bieten sich weitere Alternativen an. Das Potential des improved All-In-One-Konzepts 
wurde in dieser Arbeit angedeutet (Abb. 3-31) und auch in der Vergangenheit konnte I-SceI 
erfolgreich angewendet werden (Chen et al., 2005; Yoon et al., 2009). Daher ist eine 
Optimierung dieses Systems vielversprechend, so dass aufgrund der mit zunehmender 
Plasmidgröße schwieriger werdenden Handhabung eine minimale Lösung entwickelt werden 
sollte (z.B. Entfernung eines AraC-Gens, bicistronische Anordnung des Flpe- und des I-SceI-
Gens). Um die notwendige Maßstabsvergrößerung der Produktion und Aufreinigung zu 
ermöglichen, könnte zudem die Gelelektrophorese analog zu Mayrhofer et al. (2008) durch 
eine affinitätschromatographische Aufreinigung ersetzt werden. Durch die Nutzung 
spezifischer S/MAR-Interaktionen mit Matrixproteinen (z.B. immobilisiertes SAF-A; Markus 
Heine, persönliche Mitteilung) wäre ein Verzicht auf die Verwendung zusätzlicher Sequenzen 
(LacOs bei Mayrhofer et al., 2008) möglich. Alternativ können die Minicircles in den 
Säugerzellen selbst hergestellt werden, was unter Verwendung der Variante Flpo bereits 
erfolgreich durchgeführt wurde (Nehlsen et al., in Druck). Insgesamt bieten sich auf der Basis 
der in dieser Arbeit entwickelten All-In-One- und improved All-In-One-Konzepte demnach 
vielversprechende Möglichkeiten, um die Limitierungen der Minicircle-Herstellung in Zukunft 




4.6 Fazit und Ausblick 
S/MAR-basierte Episomen wie das Prototyp-Plasmid pEpi-1 (Piechaczek et al., 1999) und 
davon abgeleitete minimale Systeme (Minicircles; Nehlsen et al., 2006; Broll et al., 2010) 
stellen vielversprechende Vektoren für stabile Transfektionen von Säugerzellen in Industrie 
und Gentherapie dar. Der Bedarf an weniger zeit- und kostenintensiven Ansätzen wächst 
jedoch zunehmend, so dass die transiente Genexpression für die Proteinherstellung im 
großen Maßstab immer beliebter wird. 
In der vorliegenden Arbeit wurden vergleichende, transiente Expressionsanalysen von pEpi-
basierten Minicircles und Parentalplasmiden sowie kommerziell erhältlichen Plasmiden in 
HEK293-Zellen durchgeführt. Dabei kamen das etablierte huIFN-β M18-S/MAR-Element 
(Broll et al., 2010) sowie eine neuartige S/MAR-Sequenz (CMV-S/MAR; Wirth, M., 
unpublished) zum Einsatz. Für die Überwindung von Limitierungen in der Minicircle-
Herstellung wurde durch Klonierung einer Arabinose-induzierbaren Flpe-
Expressionskassette in das Rückgrat von pEpi-Plasmiden der Vektortyp pAIO entwickelt 
(„All-In-One-Konzept“) und das Minicircle-Aufreinigungsprotokoll weitergehend optimiert 
(„improved All-In-One-Konzept“). 
 
4.6.1 Nutzung von S/MARs in der transienten Phase 
In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal ein spezifischer, positiver S/MAR-Einfluss auf die 
transiente Genexpression nachgewiesen werden („S/MAR-Minicircle-Effekt“), womit sich eine 
neue, bisher unerwartete Aktivitätsebene für S/MARs abzeichnet. Bisher wird dieser SMC-
Effekt auf eine effektive Abschirmung des Minicircles vor Silencing durch die S/MAR 
zurückgeführt. Eine weitergehende Aufklärung auf molekularer Ebene (z.B. Bestimmung der 
Kernkopienzahl, Bindungsverhalten an Matrixproteine wie SAF-A) ist insbesondere für das 
Verständnis der transienten S/MAR-Aktivität von Bedeutung und würde dadurch der 
Optimierung S/MAR-basierter, transienter Systeme dienen. 
Das neuartige CMV-S/MAR-Element besitzt das Potential, die TGE zu stabilisieren 
(Minicircle) bzw. in Abhängigkeit von der im Vektormolekül enthaltenen S/MAR-Dosis 
signifikant zu erhöhen (etwa 300 % in pCMV-GLuc). Dabei müssen, sofern die Transkription 
in die S/MAR hineinläuft, die mRNA-Stabilität und kryptische Polyadenylierungsstellen für 
eine erfolgreiche TGE beachtet werden. Um derartige Einflüsse zu vermeiden, kann die 
CMV-S/MAR potentiell auch stromaufwärts des Promotors der Expressionskassette 
eingesetzt werden. 
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4.6.2 Übergang von der transienten in die stabile Phase 
Die hier erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass die transiente und die stabile Genexpression 
sich nicht mehr gegenseitig ausschließen, sondern dass vielmehr die Übergänge zwischen 
beiden Phasen fließend sind. Epigenetische Regulatoren wie S/MARs wurden bisher der 
stabilen Expression zugeschrieben (Wong et al., 2011) und S/MAR-basierte, nicht-virale 
Vektoren dementsprechend hinsichtlich einer effizienten Etablierung entwickelt. Durch die 
neuen Erkenntnisse wird ihr Anwendungsfeld über die Ansätze episomaler Etablierung 
hinaus erweitert. Insbesondere für die industrielle Herstellung von Pharmaproteinen ist 
dieser Zugewinn an Flexibilität interessant, da universelle Vektoren für die transiente und 
stabile Genexpression entwickelt werden können. 
Alternativ zu den in pEpi-Vektoren bisher standardmäßig verwendeten IFN-S/MAR-
Elementen SAR E und M18 (Piechaczek et al., 1999; Nehlsen et al., 2006; Broll et al., 2010) 
bietet sich nun auch die CMV-S/MAR an und sollte zukünftig hinsichtlich ihrer Eigenschaften 
in der stabilen Expressionsphase (Etablierungsrate, Kopienzahl, Expressionshöhe) 
weitergehend charakterisiert werden. 
 
4.6.3 Herstellung von Minicircles 
Das in dieser Arbeit entwickelte All-In-One-Konzept ist grundsätzlich für die Minicircle-
Produktion im großen Maßstab geeignet und erwirkt eine für Flp/FRT-Systeme 
vergleichsweise hohe Rekombinationsrate. In Kombination mit einer effizienten 
Aufreinigungsstrategie (Optimierung des hier vorgestellten improved All-In-One-Konzepts 
und / oder Affinitätschromatographie) kann dieses System den Anforderungen an die für 
transiente Transfektionen benötigten Minicircle-Mengen gerecht werden. Durch geringfügige 
Veränderungen der pAIO-Vektoren bieten sich zudem die Möglichkeiten der in situ-
Herstellung von Minicircles in Säugerzelllinien (Flpo), der Anwendung auf dem Gebiet der 
Stammzellen (ES- und iPS-Zellen) sowie der Kombination der episomalen Etablierung mit 
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24-Loch-Zellkulturplatten Nunclon (Nunc) 
96-Loch-Mikrotiterplatten Nunc 
96-Loch-Mikrotiterplatten weiß Berthold 
Cryoröhrchen Nalgene 
Dispenserspitzen Starlab 
Drigalskispatel einweg (L-Form) Neolab 
Elektroporationsküvetten BioRad 
Handschuhe einweg Starlab 
Küvetten Plastibrand 
Laboratory ID Tape Starlab 
Pipettenspitzen Starlab 
Plastikröhrchen offen 5 mL Sarstedt 
Reaktionsgefäße 0,2 mL – 50 mL Greiner Bio-One, Sarstedt, Starlab, TPP 
Zellkulturflaschen Easy Flask T25 und T75 Nunc 
 
5.2 Geräte 
Gerät Bezeichnung Hersteller 
Durchflusszytometer FACSCalibur BDScience 
Elektroporator Gene Pulser Cell BioRad 
Geldokumentation (UV-Tisch) UVStar Biometra 
Gelelektrophoresekammern Horizon 11.14 und 58 Biometra 
  (Life Technologies) 
 Perfect Blue Gelsystem Mini S Peqlab 
Handdispenser Repeat One Starlab 
Heizblock Thermomixer 5436 Eppendorf 
Inkubator Forma Scientific CO2 Thermo Scientific 
Luminometer MicroLumat LB96P EG & G Berthold 
Mikroskope Labovert FS Leitz 
 TMS Nikon 
Mischgerät Vortex Omnilab 
Netzgerät Power Pac 200 BioRad 




Gerät Bezeichnung Hersteller 
Pipetten 1000 µL, 200 µL, 20 µL Gilson 
 10 µL, 2,5 µL Eppendorf 
 12er Multikanal 20 – 200 µL Costar 
Spektrophotometer NanoDrop ND-1000 Peqlab 
Sterilwerkbänke SterileGard The Baker Company 
 Herasafe Thermo Scientific 
 MaxiSafe 2000 Thermo Scientific 
Thermocycler T3 Thermocycler Biometra 
 TProfessional Basic Gradient Biometra 
 Cycler  
Waagen analytic Sartorius 
 universal Sartorius 
Wasseraufbereitungsanlage Millipore Biocell 
Zentrifugen Biofuge fresco Heraeus Instruments 
 Centrifuge 5417C Eppendorf 
 CR412 Jouan 
 GS-15R Beckmann 
 Megafuge 1.0 Thermo Scientific 
 RC5C Sorvall Instruments 
 
5.3 Chemikalien 
Die Chemikalien wurden von den Firmen Fermentas, Gibco, Invitrogen, J. T. Baker, Merck, 
New England Biolabs, Peqlab, Promega, Riedel-de-Haen, Roth und Sigma bezogen. Die 




Ampicillin-Stammlösung 100 mg ⋅ mL-1 Ampicillin Natrium-Salz 
Annealing-Puffer 10x 100 mM Tris-HCl (pH 7,5), 10 mM EDTA (pH 7,8), 
 0,5 M NaCl 
Arabinoselösung 20 % (w/v) L-Arabinose 
EDTA-Stammlösung (pH 7,8) 0,5 M EDTA 
Einfriermedium 95 % (v/v) FBS und 5 % (v/v) DMSO 
Ethanol 70 % Ethanol 
Ethanol 100 % Ethanol 
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Lösung Zutat 
FACS-Puffer 2 % (v/v) FBS (hitzeinaktiviert, 2 h, 55 °C) in PBS 
FACS-PI-Puffer FACS-Puffer mit 500 ng ⋅ mL-1 Propidiumiodid 
Glukoselösung 2 M D-Glukose 
Glycerinlösung 80 % (v/v) Glycerin 
Kalziumchlorid-Stammlösung 1 M CaCl2 
Ladepuffer 6x 0,25 % (w/v) Bromphenolblau (s), 0,25 % (w/v) Xylene 
 Cyanol (s), 30 % (v/v) Glycerin in dH2O 
LTE-Puffer 10 mg ⋅ mL-1 Lysozym in TE-Puffer 
Magnesiumchlorid-Stammlösung 1 M MgCl2 (MgCl2 ⋅ 6 H2O, s) 
Magnesiumsulfat-Stammlösung 1 M MgSO4 (MgSO4 ⋅ 7 H2O, s) 
Natriumacetatlösung 3 M Natriumacetat 
Natriumchlorid-Stammlösung 5 M NaCl 
NE-Puffer 1 mM EDTA in PBS 
PBS (pH 7,0) 2,2 g KCl, 80 g NaCl, 14,3 g Na2HPO4, 2,0 g KH2PO4 
 in dH2O (10 L) 
Propidiumiodid-Stammlösung 50 µg ⋅ mL-1 Propidiumiodid 
RNase A-Lösung 10 mg ⋅ mL-1 RNase A (15 min in kochendem Wasser  
 erhitzt) 
STET-Puffer 8 % (w/v) Sukrose, 0,5 % (v/v) Triton X-100, 
 50 mM EDTA, 10 mM Tris (pH 8,0) 
TAE-Puffer 40 mM Tris, 20 mM Essigsäure, 1 mM EDTA, pH 8,0 
TE-Puffer 10 mM Tris-HCl (pH 7,5), 1 mM EDTA (pH 7,8) in dH2O 




Gaussia Luciferase Assay New England Biolabs 
Mini Prep Qiagen 
QIAquick Gel Extraction Qiagen 
 
5.6 Nährmedien und Supplemente 
Die Nährmedien und Supplemente wurden mit entmineralisiertem Wasser hergestellt und 





5.6.1 Prokaryotische Nährmedien und Supplemente 
Medium Zusammensetzung 
5x M9 Salzlösung 64 g ⋅ L-1 Na2HPO4 x 2 H2O (s), 1,5 % (w/v) KH2PO4 (s),  
 0,25 % (w/v) NaCl (s), 0,5 % (w/v) NH4Cl (s), 1 % (w/v)  
 Hefeextrakt (s) 
1x M9 Minimalmedium 20 % (v/v) 5x M9 Salzlösung, 2 mM MgSO4, 0,1 mM CaCl2 
LB-Medium 1 % (w/v) Trypton (s), 0,5 % (w/v) Hefeextrakt (s), 
 0,5 % (w/v) NaCl (s) 
LB-Agar 1,5 % (w/v) Agar (s) in LB-Medium 
SOB-Medium 2 % (w/v) Trypton (s), 0,5 % (w/v) Hefeextrakt (s), 
 0,05 % (w/v) NaCl (s), 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4 
SOC-Medium 20 mM D-Glukose in SOB-Medium 
 
5.6.2 Eukaryotische Nährmedien 
Medium Zusammensetzung 
DMEM 1 Pckg. DME-Pulvermedium (High Glucose, mit L-Glutamin  
 und 4,5 g ⋅ L-1 D-Glukose, ohne Natriumpyruvat und  
 Natriumbicarbonat; Gibco), 100 mL HEPES-Lösung, 
 37,5 g NaHCO3 auf 10 L dH2O (pH 7,0 – 7,4) 
DMEM++ 10 % FBS 1x Penicillin/Streptomycin (100x, Gibco, l), 1x Glutamin 
 (100x, Gibco, l), 10 % (v/v) FBS in DMEM 
DMEM Gln 10 % FBS 1x Glutamin (100x, Gibco, l), 10 % (v/v) FBS in DMEM 
 
5.7 Bakterienstämme 
Bakterienstamm Genotyp Erhalten von 
E. coli EL250 DH10B [λcl857 (cro-bioA) <> araC-PBADflpe] 1 RDIF, HZI, 
(elektrokompetent)  Braunschweig 2 
   
E. coli SURE e14-(McrA-) (mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endA1  Stratagene 
(elektrokompetent) gyrA96 thi-1 supE44 relA1 lac recB recJ sbcC   
 umuC::Tn5 (Kanr) uvrC [F' proAB lacIqZM15   
 Tn10 (Tetr)]  
   
E. coli TOP10 F- mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZM15  RDIF, HZI, 
(chemokompetent) lacX74 recA1 araD139 (ara leu) 7697 galU  Braunschweig 
 galK rpsL (StrR) endA1 nupG  
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Bakterienstamm Genotyp Erhalten von 
E. coli XL1 Blue MRF’ ∆(mcrA)183 ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1  Stratagene 
(elektrokompetent) supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac [F' proAB   
 lacIqZ∆M15 Tn10 (Tetr)]  
   
1
 <> bedeutet cro-bioA wurde durch araC-PBADflpe substituiert 
2
 Lee et al., 2001 
 
Die Stämme E. coli EL250, E. coli TOP10 und E. coli XL1 Blue MRF’ wurden für die 
Herstellung von Minicircles verwendet. Klonierungen wurden mit den Stämmen                               
E. coli XL1 Blue MRF’ und E. coli SURE durchgeführt. 
 
5.8 Zelllinien 
HEK293  Human Embryonic Kidney (ATCC CRL-1573) 
 
5.9 Plasmide / Vektoren 
d2EGFP-Expressionsplasmide Beschreibung, Verwendungszweck 
pEpi_d2EGFP i PP, Kontrolle ohne S/MAR 
pEpi-FGM18F_d2EGFP PP, enthält M18-S/MAR 
pEpi-CMVMAR_d2EGFP PP, enthält CMV-S/MAR 
pCMVd2EGFP-basic (Qiao, 2009) ii Kontrollplasmid ohne S/MAR 
pCMV-d2EGFP_CMVMAR Analogon zu pEpi-CMVMAR_d2EGFP 
pCMV-d2EGFP_CMVMARre analog zu Vorherigem, CMV-S/MAR invertiert 
pCMVMAR_d2EGFP i CMV-S/MAR u/s des CMV-Promotors 
pCMVMAR_d2EGFP_CMVMAR enthält zusätzlich zu pCMV-d2EGFP_CMVMAR  
 die CMV-S/MAR u/s des CMV-Promotors 
  
GLuc-Expressionsplasmide Beschreibung, Verwendungszweck 
pEpi_GLuc i PP, Kontrolle ohne S/MAR 
pEpi-FGM18F_GLuc PP, enthält M18-S/MAR 
pEpi-CMVMAR_GLuc PP, enthält CMV-S/MAR 
pEpi-CMVMAR_GLuc_CMVMARP1 i CMV-S/MAR u/s des CMV-Promotors und d/s  
 des GLuc-Gens 
pEpi-CMVMAR_GLuc_CMVMARP1re i analog Vorherigem, CMV-S/MAR u/s des CMV- 
 Promotors invertiert 




GLuc-Expressionsplasmide Beschreibung, Verwendungszweck 
pCMV-GLuc_CMVMAR i Analogon zu pEpi-CMVMAR_GLuc 
pCMV-GLuc_CMVMARre i analog zu Vorherigem, CMV-S/MAR invertiert 
pCMVMAR_GLuc i CMV-S/MAR u/s des CMV-Promotors 
pCMVMAR_GLuc_CMVMAR i enthält zusätzlich zu pCMV-GLuc_CMVMAR  
 die CMV-S/MAR u/s des CMV-Promotors 
  
Minicircle-Produktionsplasmide (AIO) Beschreibung, Verwendungszweck 
pAIOre_GLuc Herstellung des pEpi_GLuc MCs 
pAIO-FGM18F_GLuc Herstellung des pEpi-FGM18F_GLuc MCs 
pAIO-CMVMAR_GLuc Herstellung des pEpi-CMVMAR_GLuc MCs 
pAIOi-CMVMAR_GLuc Herstellung des pEpi-CMVMAR_GLuc MCs  
 (inklusive I-SceI Verdau) 
pAIOre_d2EGFP Herstellung des pEpi_d2EGFP MCs 
pAIO-FGM18F_d2EGFP Herstellung des pEpi-FGM18F_d2EGFP MCs 
pAIO-CMVMAR_d2EGFP Herstellung des pEpi-CMVMAR_d2EGFP MCs 
  
Andere Plasmide Beschreibung, Verwendungszweck 
pEpi-FGM18F (Broll, 2009) iii Grundkonstrukt für die Klonierung der pEpi- 
 Expressionsplasmide 
pEpi-DelCFGSARF_amp_neu iii Bereitstellung des Ampicillin-Resistenzgens 
pEpi-FGM18F_amp Austausch der Neo/Kana-Kassette gegen eine  
 Amp-Kassette in pEpi-FGM18F 
pEpi-FGM18F_amp_CMV Austausch des SV40-Promotors gegen einen  
 CMV-Promotor in pEpi-FGM18F_amp 
pCMV2Luc (Wirth, M., unpublished, HZI) Bereitstellung des CMV-S/MAR-Elements 
pBAD Myc/His B (Invitrogen) Grundkonstrukt für die Klonierung der AIO- 
 Kassette 
pBAD24-Flpe (Buchholz et al., 1998) iv Bereitstellung des Flpe-Gens 
pBAD_Flpe Myc/His B enthält die AIO-Kassette 
pBAD_Flpe Myc/His B I-SceI Zwischenschritt für die Klonierung der I-SceI- 
 Kassette 
pBADSce (López et al., 2009) v Bereitstellung des I-SceI-Gens 
pBAD_I-SceI His B I-SceI enthält I-SceI-Kassette 
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i
 die markierten Klonierungen wurden in Zusammenarbeit mit Kathrin Goltz (HZI, 
Braunschweig) unter meiner Anleitung durchgeführt 
ii
 freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Qiao, J., HZI, Braunschweig 
iii
 freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Broll, S., HZI, Braunschweig 
iv
 basiert auf pBAD24 (Guzman et al., 1995); pBAD24-Flpe wurde freundlicherweise zur 
Verfügung gestellt von Buchholz, F., MPI-CBG, Dresden 
v









Expand Long Template DNA-Polymerase Roche 
Homing Endonuclease I-SceI New England Biolabs 
Large (Klenow) Fragment der DNA-Polymerase I New England Biolabs 
REDTaqTM DNA-Polymerase Sigma 
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs, Roche 
Shrimp Alkaline Phosphatase Fermentas 
T4 DNA-Ligase Promega 
 
5.11 Primer und Oligonukleotide 
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Marker Konzentration Hersteller 
1 kb DNA Ladder 500 µg ⋅ mL-1 New England Biolabs 
100 bp DNA Ladder 500 µg ⋅ mL-1 New England Biolabs 
100 bp DNA-Leiter PLUS 500 µg ⋅ mL-1 Peqlab 
MassRulerTM High Range DNA Ladder 42,2 µg ⋅ mL-1 Fermentas 
Supercoiled DNA Ladder 0,25 µg ⋅ mL-1 Invitrogen 
 
5.13 Software und Datenbanken 
Die Auswertung und Bearbeitung der Daten erfolgte mit den Programmen Microsoft Word 
und Microsoft Excel. Für grafische Anliegen wurden die Programme SigmaPlot, QTIPlot, 
ImageJ und Adobe Photoshop Elements verwendet. Die Auswertung der 
durchflusszytometrischen Messungen erfolgte mit dem Programm Cell Quest Pro. 
Die bioinformatischen Analysen wurden mit den Programmen WebSIDD (http://orange. 
genomecenter.ucdavis.edu/benham/sidd/) und MAR-Wiz (http://genomecluster.secs.oakland. 
edu/marwiz/) durchgeführt. Als Literatur-, DNA- und Proteinsequenzdatenbank diente NCBI 
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6. Methoden 
6.1 Molekularbiologische Methoden 
6.1.1 Polymerasekettenreaktion 
Die Polymerasekettenreaktion (PCR; Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1988) wurde sowohl für 
die Amplifikation von DNA-Fragmenten für die Klonierung als auch für die Identifizierung von 
positiven Klonen in einer Kolonie-PCR verwendet. 
 
6.1.1.1 Kolonie-PCR 
In der Kolonie-PCR wurde als Template keine aufgereinigte DNA verwendet, sondern eine 
Bakterienkolonie von einer Agarplatte entnommen. Die verwendeten Primer flankierten eine 
Region im neu klonierten Plasmid, die eine eindeutige Unterscheidung zwischen           
Religanden / negativen Klonen und positiven Klonen zuließ. 
 
Die allgemeine Zusammensetzung eines Kolonie-PCR-Ansatzes sowie das allgemeine 
Temperaturprogramm sind in Tab. 6-1 aufgeführt. 
 
Tab. 6-1: Allgemeine Zusammensetzung eines Kolonie-PCR-Ansatzes und allgemeines 
Temperaturprogramm. 
Unterstrichene Werte sind je nach verwendetem Primer variabel. 
 
Komponente Volumen [µL] 
 Temperatur 
[°C] Zeit [s] 
10x REDTaqTM PCR Reaction Buffer 5  95 120 
40 mM dNTPs (10 mM jedes) 1  95 60 
forward-Primer (10 pmol ⋅ µL-1) 0,5  51 60 
reverse-Primer (10 pmol ⋅ µL-1) 0,5  72 60 
REDTaqTM DNA-Polymerase (1 U ⋅ µL-1) 1  72 600 
dH2O 41  4 300 
  
 16 ∞ 
 
6.1.1.2 Amplifikation von DNA-Fragmenten 
Sofern es nicht möglich war, die zu klonierenden DNA-Fragmente aus dem 
Ursprungsplasmid mit Restriktionsenzymen herauszuschneiden, musste das Fragment 
mittels PCR amplifiziert werden. Dazu wurden Primer mit Adaptern verwendet, die die 






Je nach Länge des zu amplifizierenden Fragmentes wurde die REDTaqTM DNA-Polymerase 
(Sigma) oder die Expand Long Template (ELT) DNA-Polymerase (Roche) verwendet. Die 
Zusammensetzung der jeweiligen PCR-Ansätze ist in Tab. 6-2 aufgeführt. 
 
Tab. 6-2: Allgemeine Zusammensetzung eines Amplifikations-PCR-Ansatzes unter Verwendung der 
Expand Long Template (ELT) Polymerase (links) bzw. der REDTaqTM Polymerase (rechts). 
 
Komponente Volumen [µL] 
 Komponente Volumen [µL] 
10x ELT Pol Reaction Buffer III 2,5  10x REDTaqTM Reaction Buffer 5 
40 mM dNTPs (10 mM jedes) 1  40 mM dNTPs (10 mM jedes) 1 
forward-Primer (10 pmol ⋅ µL-1) 1,5  forward-Primer (10 pmol ⋅ µL-1) 0,5 
reverse-Primer (10 pmol ⋅ µL-1) 1,5  reverse-Primer (10 pmol ⋅ µL-1) 0,5 
DNA-Polymerase (5 U ⋅ µL-1) 0,25  DNA-Polymerase (1 U ⋅ µL-1) 1 
dH2O 17,25  dH2O 41 
DNA 1  DNA 1 
 
 
Das allgemeine Temperaturprofil für beide DNA-Polymerasen ist Tab. 6-3 zu entnehmen. 
 
Tab. 6-3: Allgemeines Temperaturprofil für die Amplifikations-PCR unter Verwendung von Primern mit 
Adaptern. 
Die Elongationstemperaturen sind für beide Enzyme unterschiedlich (Expand Long Template DNA-Polymerase 
68 °C, REDTaqTM DNA-Polymerase 72 °C). Unterstrichene Werte sind je nach verwendetem Primer variabel. 
 
Temperatur 




68 / 72 60 
95 60 
63 60 






Sowohl für die Klonierung als auch für analytische Zwecke wurden 
Restriktionsendonukleasen (kurz: Restriktionsenzyme) eingesetzt. Diese schneiden ein 
Plasmid bzw. DNA-Molekül an einer definierten Erkennungssequenz und erlauben somit die 
Herstellung von Fragmenten mit definierter Länge. 
 
Die Restriktion erfolgte in einem Ansatz, wie in Tab. 6-4 beispielhaft aufgeführt ist. Die 
eingesetzten DNA-Mengen umfassten mehrere Zehnerpotenzen (wenige Nanogramm bis 
100 µg), da der Verdau für die DNA-Konzentrationsbestimmung und Klonierung, ebenso wie 
10 Zyklen 
20 Zyklen 
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die Linearisierung von Miniplasmid und Parentalplasmid bei der Minicircle-Aufreinigung 
verwendet wurde. Je nach Bedarf erfolgte der Verdau für 30 min bis 20 h bei der optimalen 
Inkubationstemperatur des Restriktionsenzyms (typisch 37 °C). Die Enzyme wurden ggf. 
anschließend bei 65 °C oder 80 °C für 20 min inaktiviert. 
 
Tab. 6-4: Beispielhafter Restriktionsansatz im 50 µL-Maßstab (typisch bei der Klonierung). 
 
Komponente Volumen [µL] 
DNA (1 µg ⋅ µL-1) 5 
10x Puffer 5 
Enzym A (20 U ⋅ µL-1) variabel 
Enzym B (20 U ⋅ µL-1) variabel 
dH2O ad 50 µL 
 
6.1.3 Auffüllreaktion 
Die Auffüllreaktion wurde bei einer Klonierung angewendet, wenn die durch Verdau mit 
Restriktionsenzymen erhaltenen, klebrigen DNA-Enden des Vektorrückgrats und des Inserts 
nicht übereinstimmten. Auffüllreaktionen erfolgten mit dem Large (Klenow) Fragment der 
DNA-Polymerase I (New England Biolabs). 
Für eine Reaktion wurden 1 U des Enzyms (c = 5 U ⋅ µL-1) je 1 µg DNA und 33 µM jedes 
dNTPs (c = 10 mM) eingesetzt. Als Puffer wurde NEBuffer 2 verwendet. Die Inkubation jedes 




Bei der Dephosphorylierung werden die 5’-Phosphatreste von linearen DNA-Fragmenten 
abgespalten, um eine Religation zu verhindern. 
Nach dem Restriktionsverdau wurden bei jeder Klonierung die Fragmente des 
Plasmidrückgrats dephosphoryliert, um die Anzahl an Religanden zu minimieren. Dafür 
wurden dem Restriktionsansatz 1 – 2 µL Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) hinzugefügt 
und es erfolgte eine weitere Inkubation für 1 – 2 h bei 37 °C. 
 
6.1.5 Agarosegelelektrophorese 
Die Agarosegelelektrophorese wurde für die DNA-Aufreinigung und für analytische Zwecke 
eingesetzt. Es wurden ausschließlich 1 % Agarosegele verwendet (25 mL bis 50 mL). Der 
Ladepuffer war sechsfach konzentriert. Die Parameter für einen Lauf waren eine konstante 




der gewünschten Auftrennung, dem Volumen des Agarosegels und des Laufpuffers und 
betrug zwischen 20 min und 60 min. 
 
6.1.6 DNA-Aufreinigung aus dem Agarosegel 
Sowohl Plasmide und Minicircles als auch DNA-Fragmente geeigneter Größe für 
Klonierungen wurden aus dem Agarosegel aufgereinigt. 
Für die Aufreinigung von Minicircles wurde teilweise zuerst ein Restriktionsverdau 
durchgeführt, um das Miniplasmid und das Parentalplasmid zu linearisieren. Dies war 
insbesondere bei ähnlichen Größen von Minicircle und Miniplasmid nötig. 
Die gewünschte DNA-Bande wurde auf einem UV-Tisch mithilfe eines Skalpells aus dem 
Agarosegel geschnitten. Die DNA wurde anschließend mit dem QIAquick Gel Extraction Kit 
(Qiagen) gemäß dem Herstellerprotokoll (Ausnahme: Lösen der Agarose bei 37 °C statt               
50 °C) aufgereinigt und schließlich in dH2O oder TE-Puffer eluiert. 
 
6.1.7 DNA-Aufreinigung durch Präzipitation 
Die Präzipitation mittels Natriumacetat und Ethanol wurde sowohl für eine Umpufferung von 
Enzymansätzen als auch die Fällung von Ligationsansätzen und sehr kleinen DNA-
Fragmenten (< 70 bp) verwendet. 
Für die Präzipitation wurde jeder Ansatz mit dH2O auf 100 µL aufgefüllt, mit 250 µL                  
100 % Ethanol und 10 µL 3 M Natriumacetat versetzt und anschließend für 2 min bei RT 
inkubiert. Die Ansätze wurden danach bei 13 000 rpm und 4 °C für 10 min in der Biofuge 
Fresco (Heraeus Instruments) zentrifugiert. Es folgten ein bis zwei Waschschritte mit jeweils 
500 µL 70 % Ethanol und die Trocknung der DNA unter einem Abzug. Nachdem die DNA 
vollständig getrocknet war, wurde sie in einer entsprechenden Menge dH2O oder TE-Puffer 
aufgenommen. 
 
6.1.8 Isolierung extrachromosomaler DNA aus Bakterien 
Extrachromosomale DNA wurde aus Bakterien mithilfe des Mini Prep Kits (Qiagen) gemäß 
Herstellerprotokoll oder nach der Kochmethode aufgereinigt. Für Letzteres wurde ein 
Bakterienpellet einer üN-Kultur in 500 µL STET-Puffer aufgenommen, gelöst und 
anschließend mit 50 µL LTE-Puffer gemischt. Die Suspension wurde 2 – 3 min bei RT und 
dann für 90 s bei 95 °C in einem Heizblock inkubiert. Es folgte eine 5-minütige Zentrifugation 
(13 000 rpm, Eppendorf Centrifuge 5417C). Mit einem zuvor in RNase-Lösung getauchten, 
autoklavierten Zahnstocher wurde das Pellet entfernt. Die DNA wurde mit 1 mL 100 % 
Ethanol und 40 µL 3 M Natriumacetat für 2 min bei RT gefällt und anschließend 10 min bei         
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4 °C zentrifugiert (13 000 rpm, Biofuge fresco, Heraeus Instruments). Es folgte ein 
Waschschritt mit 500 µL 70 % Ethanol und die Trocknung unter dem Abzug. Die Elution der 
mit dem Kit aufgereinigten DNA sowie das Lösen der getrockneten DNA erfolgten mit 
entsprechenden Mengen dH2O oder TE-Puffer. 
 
6.1.9 Ligation 
Eine Ligation wurde im Anschluss an die Restriktion, Dephosphorylierung und DNA-
Aufreinigung mittels T4 DNA-Ligase (Promega) durchgeführt. Dabei wurden, je nach Bedarf, 
Plasmidrückgrat:Insert-Verhältnisse von 1:1 bis 1:10 eingesetzt. Die Menge des 
Plasmidrückgrats betrug dabei gewöhnlich ~ 300 ng, wurde allerdings je nach DNA-
Konzentration auch variiert. Die Ligation erfolgte bei 16 °C für 16 – 18 h in einem Volumen 
von 10 µL oder 25 µL. 
Ein typischer Ligationsansatz ist in Tab. 6-5 gezeigt. 
 
Tab. 6-5: Typische Zusammensetzung eines Ligationsansatzes. 
 
Komponente Volumen [µL] 
T4 DNA-Ligase 1 
10x Ligase-Puffer 1 
Plasmidrückgrat variabel 
Insert variabel 
dH2O ad 10 µL 
 
6.1.10 Klonierung 
Jede Klonierung folgte demselben Schema. Insert und Plasmidrückgrat wurden mit den 
entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten, aufgereinigt, ligiert und in einen E. coli-
Stamm transformiert (sofern nicht anders angegeben: elektrokompetente E. coli XL1 Blue 
MRF’, Stratagene). Die Identifizierung positiver Klone erfolgte mithilfe von Kolonie-PCR oder 
Restriktionsverdau. Die Sequenz der neu klonierten Plasmide wurde durch die Verwendung 
spezifischer Primer in einer Sequenzierungsreaktion (durchgeführt von der Abteilung 
Genomanalyse, HZI, Braunschweig) bestätigt. 
 
6.1.10.1 pEpi-Grundkonstrukte 
Für die Klonierung der beiden pEpi-Grundkonstrukte pEpi-FGM18F_GLuc und pEpi-






(A) pEpi-FGM18F_amp: Der Neo/Kana-Lokus des Plasmids pEpi-FGM18F wurde mithilfe 
der Enzyme HindIII (Fa. NEB) und DraII (Fa. Roche) ausgeschnitten und stattdessen das 
Ampicillin-Resistenzgen des Plasmids pEpi-DelCFGSARF_amp_neu (Broll, S., HZI, 
Braunschweig) eingesetzt (Ligation mit einem dreifachen molaren Überschuss an Insert). 
Positive Klone wurden in einer Kolonie-PCR anhand des Primerpaares pEpiSV40Res_fw 
und pEpiRes_re identifiziert. 
 
(B) pEpi-FGM18F_amp_CMV: Im zweiten Schritt wurde der SV40-Promotor gegen einen aus 
dem Plasmid pEpi-FGM18F per PCR amplifizierten CMV-Promotor ausgetauscht 
(Primerpaar MluICMV_fw, HindIIICMV_re). Dazu wurden Plasmidrückgrat und Amplifikat mit 
MluI und HindIII (beide NEB) verdaut und mit einem dreifachen molaren Überschuss an 
Insert ligiert. Positive Klone wurden mittels Kolonie-PCR identifiziert (Primerpaar 
pEpiCMV2_fw, pEpiCMV2_re). 
 
(C) pEpi-FGM18F_GLuc und pEpi-FGM18F_d2EGFP: Das GLuc-Gen und das d2EGFP-Gen 
wurden per PCR aus den Plasmiden pCMV-GLuc (NEB) bzw. pCMVd2EGFP-basic (Qiao, 
2009) mit den forward-Primern AgeIGLuc_fw / AgeId2EGFP2_fw und den reverse-Primern 
BglIIGLuc_re / BglIId2EGFP2_re amplifiziert. Sowohl die PCR-Amplifikate, als auch das 
Plasmid pEpi-FGM18F_amp_CMV wurden anschließend mit AgeI und BglII (beide NEB) 
verdaut. Die entsprechenden Fragmente wurden mit einem dreifachen molaren Überschuss 
an Insert ligiert. Positive GLuc-Klone wurden in einer Kolonie-PCR mit den Primern 
pEpiGLuc_fw und pEpiM18_re identifiziert und durch Sequenzierung bestätigt. Die 
Identifizierung positiver d2EGFP-Klone erfolgte mittels Restriktionsverdau mit HindIII und 
MluI (beide NEB). 
 
6.1.10.2 Weitere pEpi-Plasmide 
Ausgehend von den beiden pEpi-Grundkonstrukten pEpi-FGM18F_GLuc und pEpi-
FGM18F_d2EGFP wurde das M18-S/MAR-Element (A) entfernt und (B) durch das CMV-
S/MAR-Element ersetzt. Zusätzlich wurde das CMV-S/MAR-Element stromaufwärts des 
CMV-Promotors im Plasmid pEpi-CMVMAR_GLuc in der ursprünglichen Orientierung sowie 
invertiert einkloniert (C). 
 
(A) Aus den Plasmiden pEpi-FGM18F_GLuc und pEpi-FGM18F_d2EGFP wurde das M18-
S/MAR-Element durch Restriktionsverdau mit den Enzymen BglII und SalI entfernt. Da pEpi-
FGM18F_GLuc zwei SalI-Schnittstellen enthält, musste der Verdau partiell durchgeführt 
werden. Anschließend wurden die Enden der linearisierten Fragmente mittels Klenow-
Polymerase aufgefüllt (s. Abschnitt 6.1.3) und die Fragmente ligiert. Die Identität der 
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Kontrollen wurde durch eine Kolonie-PCR mit den Primern pEpiGLuc_fw und 
pEpiCMVMAR2_re bzw. pEpid2EGFP2_fw und pEpiCMVMAR2_re bestätigt. Es erfolgte 
anschließend eine Sequenzierung mit dem Primer pEpiCMVMAR2_re. Die resultierenden 
Kontrollplasmide sind pEpi_GLuc und pEpi_d2EGFP. 
 
(B) Das CMV-S/MAR-Element wurde mithilfe des forward-Primers BglIICMVMAR2_fw und 
des reverse-Primers SalICMVMAR_re aus dem Plasmid pCMV2Luc mittels PCR amplifiziert. 
Der Verdau des Inserts und des Plasmids pEpi-FGM18F_d2EGFP erfolgte mit den 
Restriktionsenzymen BglII und SalI (beide NEB). Das Plasmid pEpi-FGM18F_GLuc wurde, 
da es zwei SalI-Schnittstellen enthält, zuerst partiell mit SalI verdaut (Linearisierung) und das 
linearisierte DNA-Fragment aus einem Agarosegel aufgereinigt. Erst danach erfolgte der 
zweite Schnitt mit BglII. Die Ligation wurde mit einem dreifachen molaren Überschuss an 
Insert durchgeführt. Positive Klone wurden anhand einer Kolonie-PCR mit den Primern der 
Amplifikation des CMV-S/MAR-Elements identifiziert. Die Bestätigung der Sequenz des 
resultierenden Plasmids pEpi-CMVMAR_d2EGFP erfolgte durch Sequenzierung mit den 
Primern 2LuchCMV_fw1, pEpiCMV1_fw, pEpid2EGFP2_fw und d2EGFP_re. Das 
resultierende Plasmid pEpi-CMVMAR_GLuc wurde mit den Primern 2LuchCMV_fw1, 
pEpiGLuc_fw, pEpiCMV1_fw und SalICMVMAR_re sequenziert. 
 
(C) Das CMV-S/MAR-Element wurde mithilfe des forward-Primers PciICMVMAR2_fw und 
des reverse-Primers PciICMVMAR_re aus dem Plasmid pCMV2Luc in einer PCR 
amplifiziert. Sowohl das Insert als auch das Plasmid pEpi-CMVMAR_GLuc wurden mit dem 
Restriktionsenzym PciI (NEB) verdaut. Die Ligation erfolgte mit einem fünf- bis zehnfachen 
molaren Überschuss an Insert. Die Identifikation der positiven Klone wurde mittels Kolonie-
PCR mit dem Primerpaar, welches für die Amplifikation des CMV-S/MAR-Elements 
verwendet wurde, durchgeführt. Die Klone wurden durch Sequenzierung mit den Primern 
pEpiCMV1_fw und PciICMVMAR_re bestätigt. Die resultierenden Plasmide heißen pEpi-
CMVMAR_GLuc_CMVMARP1 und pEpi-CMVMAR_GLuc_CMVMARP1re (CMV-S/MAR 
stromaufwärts des CMV-Promotors invertiert). 
 
6.1.10.3 pCMV-GLuc-Konstrukte 
Das CMV-S/MAR-Element wurde (A) stromaufwärts des CMV-Promotors in dem Plasmid 
pCMV-GLuc (NEB) und (B) stromabwärts des GLuc-Gens in dem aus Schritt A 
resultierenden Plasmid sowie dem pCMV-GLuc Grundkonstrukt kloniert. 
 
(A) Ein Fragment CMV-S/MAR – CMV-Promotor wurde mittels der Restriktionsenzyme XhoI 




GLuc wurde mit den Enzymen HindIII und BglII (beide NEB) verdaut. Nach dem XhoI- bzw. 
HindIII-Verdau erfolgte eine Auffüllreaktion der klebrigen Enden durch die Klenow-
Polymerase wie unter Abschnitt 6.1.3 beschrieben. Anschließend wurde mit dem jeweils 
zweiten Restriktionsenzym verdaut. Die Ligation erfolgte mit einem dreifachen molaren 
Überschuss an Insert. Die Identifizierung von positiven Klonen wurde durch eine Kolonie-
PCR mit dem Primerpaar GLucP_fw und GLucP_re durchgeführt. Die Bestätigung erfolgte 
durch Sequenzierung mit dem für die Identifizierung positiver Klone verwendeten Primerpaar 
sowie dem Primer 2LuchCMV_fw1. Das resultierende Plasmid heißt pCMVMAR_GLuc. 
 
(B) Das CMV-S/MAR-Element wurde aus dem Plasmid pCMV2Luc mithilfe des forward-
Primers XhoICMVMAR2_fw und des reverse-Primers XhoICMVMAR_re in einer PCR 
amplifiziert. Sowohl das Amplifikat als auch die Plasmide pCMV-GLuc und pCMVMAR_GLuc 
wurden mit XhoI (NEB) verdaut. Die Ligation erfolgte mit einem fünf- bis zehnfachen molaren 
Überschuss an Insert. Positive Klone wurden anhand einer Kolonie-PCR mit dem für die 
Amplifikation des CMV-S/MAR-Elements verwendeten Primerpaares bzw. durch 
Restriktionsverdau mit dem Enzym XhoI identifiziert und durch Sequenzierung bestätigt. Die 
daraus resultierenden Plasmide heißen pCMV-GLuc_CMVMAR, pCMV-GLuc_CMVMARre 
(mit invertiertem CMV-S/MAR-Element) und pCMVMAR_GLuc_CMVMAR. 
 
6.1.10.4 pCMV-d2EGFP-Konstrukte 
Analog zu Abschnitt 6.1.10.3 wurde das CMV-S/MAR-Element (A) stromaufwärts des CMV-
Promotors in dem Plasmid pCMVd2EGFP-basic (Qiao, 2009) und (B) stromabwärts des 
d2EGFP-Gens in dem aus Schritt A resultierenden Plasmid sowie dem pCMVd2EGFP-basic 
Grundkonstrukt kloniert. 
 
(A) Ein Fragment CMV-S/MAR – CMV-Promotor wurde mittels der Restriktionsenzyme 
BamHI und XhoI (beide NEB) aus dem Plasmid pCMV2Luc geschnitten. Das Plasmid 
pCMVd2EGFP-basic wurde mit den Enzymen MluI und XhoI (beide NEB) verdaut. Nach dem 
BamHI- bzw. MluI-Verdau erfolgte eine Auffüllreaktion der klebrigen Enden durch die 
Klenow-Polymerase wie unter Abschnitt 6.1.3 beschrieben. Anschließend wurde mit dem 
jeweils zweiten Restriktionsenzym verdaut. Die Ligation erfolgte mit einem dreifachen 
molaren Überschuss an Insert. Die Identifizierung von positiven Klonen wurde durch eine 
Kolonie-PCR mit dem Primerpaar d2EGFPP_fw und d2EGFPP_re durchgeführt. Die 
Bestätigung erfolgte durch Sequenzierung mit dem für die Identifizierung positiver Klone 
verwendeten Primerpaar sowie dem Primer 2LuchCMV_fw1. Das resultierende Plasmid 
heißt pCMVMAR_d2EGFP. 
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(B) Das CMV-S/MAR-Element wurde aus dem Plasmid pCMV2Luc mithilfe des forward-
Primers FseICMVMAR2_fw und des reverse-Primers FseICMVMAR_re in einer PCR 
amplifiziert. Das Amplifikat und die Plasmide pCMVd2EGFP-basic und pCMVMAR_d2EGFP 
wurden mit dem Restriktionsenzym FseI (NEB) verdaut und mit einem zehnfachen molaren 
Überschuss an Insert ligiert. Positive Klone wurden anhand einer Kolonie-PCR mit den 
Primern d2EGFPSMAR_fw und d2EGFPSMAR_re identifiziert und mithilfe dieser Primer 
durch Sequenzierung bestätigt. Die resultierenden Plasmide heißen pCMV-
d2EGFP_CMVMAR, pCMV-d2EGFP-CMVMARre (mit invertiertem CMV-S/MAR-Element) 
und pCMVMAR_ d2EGFP_CMVMAR. 
 
6.1.10.5 All-In-One-Kassette 
Das Flpe-Gen wurde aus dem Plasmid pBAD24-Flpe (basiert auf pBAD24: Guzman et al., 
1995; pBAD24-Flpe: Buchholz et al., 1998) mithilfe des forward-Primers SacIFlpe_fw und 
des reverse-Primers SacIFlpe_re in einer PCR amplifiziert und anschließend mit dem 
Restriktionsenzym SacI (NEB) verdaut. Das ebenfalls mit SacI geschnittene Plasmid               
pBAD Myc/His B (Invitrogen) und das PCR-Amplifikat wurden mit einem dreifachen molaren 
Überschuss an Insert ligiert. Positive Klone wurden anhand einer Kolonie-PCR mit den 
Primern pBADaraBAD_fw und pBADMCS_re identifiziert. Die Sequenzierung erfolgte mit 
den Primern pBADaraBAD_fw und pBADMCS_re. Das daraus erhaltene Plasmid ist 
pBAD_Flpe Myc/His B. 
 
6.1.10.6 I-SceI-Kassette 
Die Klonierung der I-SceI-Kassette erfolgte in zwei Schritten. Zuerst wurde stromaufwärts 
der All-In-One-Kassette im Plasmid pBAD_Flpe Myc/His B eine I-SceI-Erkennungssequenz 
kloniert. Anschließend wurde das Flpe-Gen durch das I-SceI-Gen ersetzt. 
 
Die I-SceI-site wurde durch Annealing der beiden Oligonukleotide PciI-I-SceI-SphI_fw und 
SphI-I-SceI-PciI_re nach dem in Tab. 6-6 angegebenen Protokoll generiert. Das Plasmid 
pBAD_Flpe Myc/His B und die I-SceI-Erkennungssequenz wurden mit den 
Restriktionsenzymen PciI und SphI (beide NEB) verdaut. Die Ligation erfolgte mit einem 
zehnfachen molaren Überschuss an Insert. Die Identifizierung von positiven Klonen wurde 
mittels Kolonie-PCR mit den Primern pBR322_fw und pBR322_re durchgeführt. Das 






Tab. 6-6: Zusammensetzung des Annealing-Ansatzes für die Klonierung der I-SceI-Erkennungssequenz 
und Temperaturprofil für das Annealing. 





PciI-I-SceI-SphI_fw (100 pmol ⋅ µL-1) 1  95 5  
SphI-I-SceI-PciI_re (100 pmol ⋅ µL-1) 1  95 (-1 / Zyklus) 1 → 24 Zyklen 
10x Annealing Buffer 10  71,1 30  
dH2O 88  71 (-1 / Zyklus) 1 → 47 Zyklen 
   4 5  
  
 16 ∞  
 
 
Im nächsten Schritt wurde das Gen I-SceI aus dem Plasmid pBADSce (López et al., 2009) 
mithilfe des Primerpaares SacI-I-SceI_fw und SacI-I-SceI_re amplifiziert. Das Amplifikat und 
das Plasmid pBAD_Flpe Myc/His B I-SceI wurden mit SacI (NEB) verdaut, aufgereinigt und 
mit einem dreifachen molaren Überschuss an Insert ligiert. Positive Klone wurden in einer 
Kolonie-PCR anhand des forward-Primers I-SceI_fw und des reverse-Primers I-SceI_re 
identifiziert. Die Sequenzierung erfolgte mit den Primern pBADaraBAD_fw, 
pBADXpressCas_re und I-SceI_fw. Das resultierende Plasmid ist pBAD_I-SceI His B I-SceI. 
 
6.1.10.7 pAIO-Plasmide 
Die All-In-One-Kassette wurde aus dem Plasmid pBAD_Flpe Myc/His B mithilfe des forward-
Primers AvrIIAIOpBAD2_fw und des reverse-Primers AvrIIAIOpBAD2_re in einer PCR 
amplifiziert. Sowohl das Amplifikat als auch die entsprechenden pEpi-Plasmide wurden mit 
dem Restriktionsenzym AvrII (NEB) verdaut. Nach Fertigstellung des ersten pAIO-Plasmids 
(pAIO-CMVMAR_GLuc) wurde zusätzlich die All-In-One-Kassette aus dem fertigen Plasmid 
mittels AvrII ausgeschnitten. Beide Fragmente (Insert und Plasmidrückgrat) wurden mit 
einem drei- bis zehnfachen molaren Überschuss an Insert ligiert und danach in 
elektrokompetente E. coli XL1 Blue MRF’ (Stratagene) bzw. E. coli SURE (Stratagene) 
transformiert. Positive Klone wurden anhand einer Kolonie-PCR mit den Primern Flpe_fw 
und Flpe_re identifiziert. Die Bestimmung der Orientierung der Kassette im pAIO-Vektor 
erfolgte über Sequenzierung. Dabei kamen folgende Primer zur Anwendung: 
AIOCasSeq1_fw, AIOCasSeq2_fw, AIOCasSeq3_fw, AIOpBAD2_fw, Flpe_fw, 
pEpiCMVMAR_re, pEpiCMVMAR2_re, pEpid2EGFP2_fw, pEpiGLuc_fw, pEpiRes_re. Die 
resultierenden Plasmide sind pAIOre_GLuc, pAIO-CMVMAR_GLuc, pAIO-FGM18F_GLuc, 
pAIOre_d2EGFP, pAIO-CMVMAR_d2EGFP und pAIO-FGM18F_d2EGFP. 
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6.1.10.8 pAIOi-CMVMAR_GLuc 
Die Klonierung des Plasmids pAIOi-CMVMAR_GLuc wurde in zwei Schritten durchgeführt. 
Die I-SceI-Kassette wurde zunächst per PCR amplifiziert und in einen Zwischenvektor 
(pCMV-GLuc) kloniert (A), anschließend wurde sie ausgeschnitten und weiter in das Plasmid 
pAIO-CMVMAR_GLuc kloniert (B). 
 
(A) Die I-SceI-Kassette wurde aus dem Plasmid pBAD_I-SceI His B I-SceI mittels des 
forward-Primers AvrIIAIOpBAD3_fw und des reverse-Primers AvrIIAIOpBAD2_re in einer 
PCR amplifiziert. Anschließend erfolgte ein Verdau mit den Restriktonsenzymen AvrII und 
AcII (beide NEB), wobei Letzteres lediglich Reste des für die PCR eingesetzten Plasmids 
zerschneiden sollte. Das Plasmid pCMV-GLuc wurde ebenfalls mit AvrII verdaut. Die Ligation 
erfolgte mit einem zwei- bis zehnfachen molaren Überschuss an Insert und wurde 
anschließend in E. coli SURE Zellen (Stratagene) transformiert. Die Identifikation positiver 
Klone wurde mittels Kolonie-PCR mit den Primern I-SceI_fw und I-SceI_re durchgeführt. Die 
Bestätigung der Sequenz erfolgte durch Sequenzierung mit den Primern pBR322_re, 
AIOCasSeq2_fw, I-SceI_fw, pCMVFRT2_fw, AIOCasSeq4_fw, AIOpBAD2_fw, 
AIOpBAD2_re, I-SceI_re und I-SceI-Start_re. Das resultierende Plasmid ist pCMV-GLuc-
AIOi-helper. 
 
(B) Das Plasmid pAIO-CMVMAR_GLuc wurde partiell mit AvrII verdaut, um es zu 
linearisieren. Die Ligation mit dem Insert (I-SceI-Kassette aus pCMV-GLuc-AIOi-helper, AvrII 
verdaut) erfolgte mit einem dreifachen molaren Überschuss des Inserts. Die 
Ligationsansätze wurden in E. coli SURE Zellen (Stratagene) transformiert. Die 
Identifizierung positiver Klone wurde in einer Kolonie-PCR mit den Primern I-SceI_fw und I-
SceI_re vorgenommen. Der Ort (stromaufwärts oder -abwärts der All-In-One-Kassette) und 
die Orientierung wurden durch HindIII-Verdau ermittelt. Die Sequenzierung erfolgte mit den 
Primern pBR322_re, AIOCasSeq1_fw, AIOCasSeq3_fw, AIOpBAD3_fw, I-SceI_fw, 






6.2 Mikrobiologische Methoden 
6.2.1 Transformation 
Die Transformation von Plasmiden erfolgte mittels Elektroporation (E. coli XL1 Blue MRF’,                
E. coli SURE, E. coli EL250) oder Hitzeschocktransformation (E. coli TOP10). 
Für die Elektroporation wurden 5 µL bzw. 20 µL des elektrokompetenten E. coli Stammes mit 
30 µL bzw. 15 µL der DNA-Lösung für mindestens 1 min auf Eis inkubiert. Anschließend 
erfolgte die Elektroporation in einer 0,2 mm (2,5 kV) bzw. einer 0,1 mm (1,7 kV) Küvette bei 
200 Ω und 25 µF. Sofort wurden die Bakterien in 1 mL auf 37 °C bzw. 30 °C vorgewärmtem 
SOC-Medium aufgenommen und für 1 h bei 600 rpm und 37 °C bzw. 30 °C im Eppendorf 
Thermomixer inkubiert. 
Für die Hitzeschocktransformation in chemokompetente E. coli TOP10 Zellen wurden 50 µL 
Zellsuspension mit 0,5 µL DNA-Lösung gemischt und für 15 min auf Eis inkubiert. Der 
Hitzeschock erfolgte für 60 s bei 42 °C. Anschließend wurde das Gemisch erneut für 2 min 
auf Eis gehalten und schließlich in 1 mL SOC-Medium für 1 h bei 37 °C und 600 rpm im 
Eppendorf Thermomixer inkubiert. 
Die Plattierung erfolgte jeweils auf Selektivagarplatten, welche bei 37 °C bzw. 30 °C üN 
inkubiert wurden. 
 
6.2.2 Herstellung eines Glycerin-Stocks 
Ein entsprechender E. coli-Klon wurde üN bei 180 rpm und 30 °C oder 37 °C in LB-A oder 
LB-GA Medium inkubiert. 750 µL der üN-Kultur wurden am nächsten Tag mit 250 µL 80 % 
Glycerin gemischt und bei -70 °C eingefroren. 
 
6.2.3 Minicircle-Produktion 
6.2.3.1 Optimierung der Arabinose-Induktion 
Die Optimierung der Arabinose-Induktion wurde mit dem Plasmid pAIO-CMVMAR_GLuc in 
den beiden Stämmen E. coli XL1 Blue MRF’ und E. coli TOP10 durchgeführt. Sie erfolgte in 
drei Schritten. 
(A) Es wurde eine Konzentrationsreihe von 2 ⋅ 10-6 % bis 2 % L-Arabinose getestet. Dazu 
wurden Übernachtkulturen beider E. coli-Stämme von einer Agarplatte angeimpft. Die 
Inkubation erfolgte im 50 mL-Maßstab (100 mL Erlenmeyerkolben ohne Schikanen) bei einer 
Temperatur von 37 °C und 180 rpm Schüttelgeschwindigkeit. 
Die Übernachtkulturen wurden 15 min bei 3000 g und 4 °C zentrifugiert und mit dem halben 
Volumen LB-Medium gewaschen. Es folgten ein zweiter, analoger Zentrifugationsschritt und 
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die Aufnahme in einem Volumen M9 Minimal Medium. Anschließend wurden jeweils 2 mL 
Kultur mit den entsprechenden Konzentrationen L-Arabinose versetzt und in Kulturröhrchen 
bei 30 °C und 180 rpm für 150 min geschüttelt. Nach Beendigung der Inkubation erfolgte die 
Analyse der Proben. 
(B) Mit der optimierten L-Arabinose-Konzentration wurde anschließend eine Zeitreihe 
durchgeführt. Dazu wurde bis zur Aufnahme in M9 Minimal Medium analog zu (A) 
vorgegangen. Anschließend erfolgte die Induktion mit 0,3 % L-Arabinose. Jeweils 2 mL 
Kultur wurden in Kulturröhrchen bei 30 °C und 180 rpm inkubiert. In den ersten 6,5 h nach 
Induktion wurden jede 30 min Proben genommen. Die letzte Probe wurde nach 22,5 h 
genommen. Nach Beendigung der Inkubation erfolgte die Analyse der Proben. 
(C) Dieser Optimierungsschritt wurde nur mit E. coli XL1 Blue MRF’ durchgeführt. Bis zur 
Aufnahme der Bakterien in M9 Minimal Medium wurde analog zu Punkt (A) vorgegangen. 
Anschließend erfolgte die Induktion mit 0,3 % L-Arabinose im 50 mL-Maßstab und eine fast 
24-stündige Inkubation bei 30 °C und 180 rpm Schüttelgeschwindigkeit. Nach der ersten 
Induktion wurden die Zentrifugation, die Aufnahme in frischem M9 Minimal Medium, die 
Induktion mit 0,3 % L-Arabinose und die Inkubation vollständig wiederholt. Zwischen jedem 
Schritt wurden Proben für die Analytik genommen. 
 
6.2.3.2 Herstellung von Minicircles 
Die Übernachtkulturen der entsprechenden E. coli Stämme wurden von einer Agarplatte oder 
einer Vorkultur angeimpft. Die Inkubation erfolgte in LB-A Medium in Maßstäben von 50 mL, 
100 mL oder 300 mL in Erlenmeyerkolben ohne Schikanen (100 mL, 500 mL bzw. 1000 mL) 
bei einer Temperatur von 30 °C (E. coli EL250) oder 37 °C (E. coli XL1 Blue MRF’) und            
180 rpm Schüttelgeschwindigkeit. 
Die Übernachtkulturen wurden nach 16 h bis 18 h Inkubation für 15 min bei 3000 g und 4 °C 
zentrifugiert und die Pellets in einem halben Volumen LB-Medium resuspendiert. 
Anschließend erfolgte ein zweiter Zentrifugationsschritt analog und die Aufnahme des Pellets 
in einer der Übernachtkultur entsprechenden Menge M9 Minimal Medium. Die Expression 
der Flp- bzw. Flpe-Rekombinase wurde durch Zugabe von 0,3 % L-Arabinose induziert. Die 
weitere Inkubation erfolgte für 2,5 h (E. coli EL250) bzw. über Nacht (< 24 h, E. coli XL1 Blue 
MRF’). 
Für einen zweiten Induktionsschritt wurde die Kultur nach der ersten Induktion bei 3000 g für 
15 min bis 35 min zentrifugiert und das Pellet in frischem M9 Minimal Medium mit 0,3 % L-
Arabinose aufgenommen. Bei nur einer Induktion wurden die Zellen nach der Zentrifugation 
bei -20 °C eingefroren. 
Für weitere Analysen wurden vor jeder Induktion, sowie zwischen zwei Induktionsschritten 




6.2.4 Anwendung des improved All-In-One-Konzepts 
Die Übernachtkulturen der entsprechenden E. coli XL1 Blue MRF’-Stämme wurden von einer 
Agarplatte angeimpft. Die Inkubation erfolgte in LB-A oder LB-GA Medium im 50 mL-
Maßstab (100 mL Erlenmeyerkolben ohne Schikanen) bei einer Temperatur von 37 °C und 
180 rpm Schüttelgeschwindigkeit. 
Die Übernachtkulturen wurden nach 18 h bis 19 h Inkubation für 15 min bei 3000 g und 4 °C 
zentrifugiert und die Pellets in einem halben Volumen LB-Medium resuspendiert. 
Anschließend erfolgte ein zweiter Zentrifugationsschritt analog und die Aufnahme des Pellets 
in einer der Übernachtkultur entsprechenden Menge M9 Minimal Medium. Mittels 0,3 % L-
Arabinose wurde die Induktion durchgeführt. Die Kultur wurde zunächst für 22,5 h bei 30 °C 
und anschließend für weitere 24 h bei 37 °C inkubiert. Während der zweiten Inkubation 
wurden jeweils Kulturproben nach 2 h, 5,5 h und 24 h für die weitere Analyse entnommen. 
 
 
6.3 Zellbiologische Methoden 
6.3.1 Auftauen von HEK293-Zellen 
Kryokonservierte Zellen wurden zügig in einem Wasserbad (37 °C) aufgetaut und 
anschließend mit einer entsprechenden Menge DMEM++ 10 % FBS gemischt (z.B. 1 mL 
Zellsuspension + 4 mL Medium). Diese Suspension wurde entweder 24 h bei 37 °C und 5 % 
CO2 inkubiert und dann ein Mediumwechsel durchgeführt oder es erfolgte eine sofortige 
Zentrifugation (1000 rpm, 5 min) bei RT und anschließend die Zugabe von frischem Medium 
und eine entsprechende Kultivierung. 
 
6.3.2 Kultivierung von HEK293-Zellen 
HEK293-Zellen wurden in T25- oder T75-Zellkulturflaschen oder 24-Loch-Platten mit               
DMEM ++ 10 % FBS oder DMEM Gln 10 % FBS bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Sie 
wurden zweimal pro Woche bei 90 – 100 % Konfluenz jeweils 1:5 passagiert. Um die Zellen 
von der Oberfläche des Kulturgefäßes zu lösen, wurde sie mit 0,2 Volumen NE-Puffer 
abgelöst bzw. durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt. 
 
6.3.3 Herstellung einer Kryokultur von HEK293-Zellen 
HEK293-Zellen wurden wie beim Passagieren von der Oberfläche des Kulturgefäßes gelöst 
und in einem 15 mL-Zentrifugenröhrchen zentrifugiert (1000 rpm, 5 min). Der Überstand 
wurde anschließend abgesaugt und die Zellen wurden in auf Eis gekühltem Einfriermedium 
  Methoden 
 
   
135
suspendiert (z.B. 2 mL Medium für eine T25 Zellkulturflasche). Jeweils 0,5 mL oder 1 mL der 
Suspension wurden in Kryoröhrchen gefüllt und üN in einem mit Isopropanol gefüllten 
Einfrierbehälter bei -70 °C gelagert. Anschließend erfolgte die Überführung in flüssigen 
Stickstoff. 
 
6.3.4 Transfektion von HEK293-Zellen 
Die Transfektion von HEK293-Zellen erfolgte mittels Lipofectamine-2000 in 24-Loch-Platten. 
Dafür wurde einen bzw. drei Tage vor der Transfektion eine geeignete Anzahl an Zellen in 
DMEM ++ 10 % FBS Medium in die Löcher ausgesät. 
Für die Transfektion wurden i.d.R. 2 µg Lipofectamine-2000 (Ausnahme Optimierung des 
Transfektionsprotokolls) in 50 µL DMEM für 5 min bei RT inkubiert. Die zu transfizierende 
DNA-Menge wurde ebenfalls in 50 µL DMEM gelöst und anschließend mit dem 
Lipofectamine-2000-Ansatz gemischt. Es folgte eine 20-minütige Inkubation bei RT. Das 
Medium wurde aus den 24-Loch-Platten abgesaugt und jeweils 100 µL des Transfektions-
ansatzes auf die Zellen pipettiert. Zu jedem Loch wurden dann 900 µL DMEM Gln 10 % FBS 
gegeben. Es erfolgte ein Mediumwechsel 4 h bzw. 24 h nach der Transfektion in jedem 
Loch. Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. 
Für die Optimierung des Transfektionsprotokolls wurden, abweichend vom allgemeinen 
Protokoll, unterschiedliche Lipofectamine-2000-Mengen eingesetzt (0,05 µg bis 3,5 µg). 
 
6.3.5 Durchflusszytometrie 
Die Expression von HEK293-Zellen, die mit d2EGFP-haltigen Vektoren transfiziert wurden, 
wurde am FACSCalibur durchflusszytometrisch gemessen. Dafür wurde das Medium in 
jedem Loch der 24-Loch-Platte abgesaugt. Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen 
und anschließend in 0,5 mL PBS aufgenommen (Lösen durch Auf- und Abpipettieren). Die 
Suspension wurde in ein auf Eis gekühltes FACS-Röhrchen mit 0,5 mL FACS-Puffer 
pipettiert und bei 1000 rpm und 4 °C für 5 min zentrifugiert. Danach wurde der Überstand 
abgesaugt und die Zellen in 0,4 mL FACS-PI-Puffer aufgenommen. Am FACSCalibur 
wurden je Ansatz 10 000 vitale Zellen vermessen. 
 
6.3.6 Luminometrische Messungen 
6.3.6.1 Gaussia Luciferase-Messungen 
Für die Luciferase-Messungen wurde das Gaussia Luciferase Assay Kit (Fa. NEB) 




Kulturgefäßen oder in Mikrotiterplatten gesammelt, zentrifugiert (1000 rpm, 5 min) und der 
Überstand bis zur Verwendung bei -20 °C eingefroren. 
Alle Schritte der Vorbereitung der Messungen wurden auf Eis und in Mikrotiterplatten 
durchgeführt. Von allen Proben wurde eine 1:10 Verdünnung in dH2O hergestellt (die sog. 
Masterplatte). Die Masterplatte wurde anschließend in dH2O in drei Stufen weiterverdünnt 
(gewöhnlich 1:100, 1:500, 1:1000 als Endverdünnung). Von diesen Stufen wurden jeweils         
20 µL in weiße Mikrotiterplatten gegeben, in denen 80 µL dH2O vorgelegt worden waren. 
Die Messung erfolgte im MicroLumat LB96P (EG & G Berthold). Für die Messungen wurde 
eine entsprechende Menge Working Solution gemäß Herstellerprotokoll der Fa. New 
England Biolabs hergestellt. Diese Lösung wurde anschließend 1:1 mit dH2O verdünnt, da 
das Gerät statt 50 µL Working Solution 100 µL verwendete. 
 
6.3.6.2 Bestimmung der Halbwertszeit von Gaussia Luciferase 
Für die Bestimmung der Halbwertszeit der Gaussia Luciferase wurden GLuc-haltige 
Überstände eines älteren Transfektionsexperiments (Expression aus den ersten 72 h einer 
Transfektion) 1:1 und 1:3 mit DMEM Gln 10 % FBS verdünnt und diese Mischung in einer 
24-Loch-Platte sowohl als Überstand von HEK293-Zellen als auch ohne Zellen für eine 
Woche bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Fast jeden Tag wurden Proben des Überstands 
genommen. Der Messfehler, der durch die Verdunstung des Überstands und die 
Probenahme auftreten konnte, betrug höchstens 10 %. Die Vermessung der Proben erfolgte 
analog zu 6.3.6.1. 
 
 
6.4 Sonstige Methoden 
6.4.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA 
Die Messung der DNA-Konzentration erfolgte bei ausreichend hohen Konzentrationen 
photometrisch am NanoDrop gemäß Herstellerprotokoll. 
 
6.4.2 Densitometrische Konzentrationsbestimmung von DNA 
Für die Auswertung der Rekombinationseffizienz der Minicircle-Herstellung sowie für die 
Konzentrationsbestimmung bei sehr geringen DNA-Konzentrationen wurde die Messung 
densitometrisch durchgeführt. Dazu wurde die zu vermessende, linearisierte DNA 
zusammen mit dem Marker MassRuler in einem 1 % Agarosegel aufgetrennt. Die 
Auswertung der Bandenintensität erfolgte mithilfe des Programms ImageJ. Anhand der 
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definierten DNA-Menge je Markerbande konnten Rückschlüsse auf die DNA-Konzentration 
der zu vermessenden Probe gezogen werden. 
Für die Optimierung der Minicircle-Herstellung wurde ebenfalls die densitometrische 
Methode verwendet. Hier wurde jedoch teilweise auf eine Linearisierung der Plasmide 
verzichtet, so dass lediglich ein relatives Intensitätsverhältnis der Banden von Minicircle, 
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